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RESUMO

TRANSMISSAO ORAL DO Trypanosoma cruzi PELA POLPA DE ACAi EM
CAMUNDONGOS.

Em virtude de seu alto grau de impacto socioecondmico, a doenca de Chagas esta
entre as mais importantes doencas parasitarias das Américas Central e do Sul. Entre as
vias de transmissao, a forma oral tem contribuido para o surgimento de novos casos e
se da principalmente pela ingestdo de formas tripomastigotas metaciclicas de
Trypanosoma cruzi presentes em diferentes alimentos. A polpa de acai possui
excelentes propriedades nutricionais e é muito consumida em todo o Brasil e no
exterior. Entretanto, ela vem sendo associada nos ultimos anos a microepidemias da
doenca de Chagas aguda, especialmente na regido Norte do pais, onde esse fruto é o
principal suplemento da dieta alimentar da populagdo e movimenta uma parcela
significativa da economia local. O objetivo desse trabalho foi a avaliacdo da
sobrevivéncia in vitro e da viruléncia do T. cruzi em polpa de agai mantida por diferentes
periodos de incubacao e submetida a diferentes tratamentos térmicos, por meio de
infeccdes experimentais. Aliquotas de polpa in natura de acai proveniente de Belém
(PA) foram misturadas a 10° formas tripomastigotas de T. cruzi obtidas do plasma de
camundongos CBA/JUnib. As amostras, devidamente homogeneizadas, foram mantidas
a temperatura ambiente, refrigeracdo ou congelamento por periodos de incubacao de
até 144 horas e descongeladas quando necessario. Em seguida, para a analise da
sobrevivéncia, a metodologia in vitro adotada foi o isolamento do parasito por filtracao
em la de nylon. O produto obtido foi analisado por microscopia 6ptica comum e utilizado
para a analise in vivo da viruléncia do parasito. Camundongos isogénicos
imunodeficientes C.B-17-Prkdc*®“/PasUnib, fémeas e machos adultos, infectados com
esse produto pelas vias intraperitonial, gavagem e oral, foram previamente submetidos
a antibioticoterapia com cefalexina e posteriormente observados durante 40 dias. A
parasitemia foi realizada pelo método de Brener e a mortalidade registrada diariamente.
Os resultados relevantes demonstraram que a sobrevivéncia e a viruléncia do parasito

foram preservadas apds 144 horas da mistura mantida sob refrigeracéo (4°C), apés 26
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horas de congelamento (-20°C) e também apéds tratamento térmico combinado, sendo a
mistura mantida inicialmente por 48 horas a temperatura ambiente e em seguida, por 72
horas a 4°C. O estudo demonstrou ainda, que todas as vias de inoculacao utilizadas
foram eficientes, havendo retardo significativo no inicio da parasitemia por infecg¢éao oral.
A mortalidade dos animais ocorreu até o 25° dia apés a infeccao. Concluiu-se que o T.
cruzi foi capaz de sobreviver na polpa de acai por diferentes periodos de incubacgao e
sob diversos tratamentos térmicos, além de preservar a sua viruléncia em
camundongos. Esse fato é de importancia epidemiolégica e descarta os processos de
refrigeracdo e congelamento convencionais, durante os periodos de tempo testados,

como métodos de controle da transmissao oral da doenca de Chagas aguda.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas aguda, transmissado oral,

polpa de acai, camundongo imunodeficiente.



ABSTRACT
ORAL TRANSMISSION OF Trypanosoma cruzi BY ACAi PULP IN MICE.

Due to the high social and economic impact, Chagas' disease is among the most
important parasitic infection in the South and Central Americas. Concerning the routes of
transmission, the oral way has been contributing to the arising of new cases and it
occurs as a consequence of the ingestion of metacyclic trypomastigotes present in
different foods. The agai pulp has an elevated nutritional trace and is very popular in
Brazil and abroad. However, in recent years, it has been associated with outbreaks of
acute Chagas’ disease, especially in the northern region of the Brazil, where this fruit is
the main diet supplement for the population and drives a significant portion of the local
economy. Thus, the aims of this study were to evaluate the in vitro survival, the virulence
of Trypanosoma cruzi in the acai pulp and the potential of this mixture for oral infection.
For that, the mixture was maintained for different periods on different temperatures of
incubation. These thermic treatments were followed by experimental infections in
immunodeficient mice. Aliquots of fresh agai pulp from Belém (PA) were mixed with 10°
trypomastigotes of T. cruzi Y strain obtained from blood plasma of CBA/JUnib. The
samples, properly homogenized, were kept at room temperature, refrigerated or frozen
by periods of incubation up to 144 hours and thawed for analysis. The methodology
used for survival analysis was by isolation of parasites in vitro using isolation of
parasites by nylon wool membrane for filtration. The yield collected was examined on
optical microscope and used for virulence analysis in vivo. C.B-17-Prkdc*®“/PasUnib
immunodeficient inbred mice, adult males and females, were previously submitted to
antibiotic therapy with cephalexin and followed infection by inserting the filtrated into the
animals through different routes: intraperitonial, gavage or oral and during at least 40
days the animals had been observed. Thereafter, the parasitemy was performed by
Brener's method and their mortality was daily recorded. The relevant results
demonstrated the survival and the virulence of the parasite were preserved even after
144 hours in the mixture, when it was kept under refrigeration (4°C), after 26 hours of
freezing (-20°C) and also after combined thermic treatment, which was the mixture



initially maintained initially for 48 hours at room temperature and then after maintained
for 72 hours at 4°C. The study also demonstrated that all routes used for the mice
inoculations were effective, but a significant delay was observed at the onset of
parasitemy by oral infection was observed. The death of the animals occurred until the
25™M day after infection. It was concluded that T. cruzi was able to survive in acai pulp for
different periods of incubation and thermic treatment, moreover the acai pulp did not
interfere in the parasite capacity to cause Chagas’ disease. This fact is very important at
the epidemiological point of view and discards the processes of conventional cooling
and freezing, during these time periods tested, as methods for control of the oral

transmission of acute Chagas’ disease.

Key words: Trypanosoma cruzi, acute Chagas’ disease, oral transmission pathway,

acai pulp, immunodeficient mice.
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1. INTRODUCAO



Em decorréncia de seu alto grau de impacto socioeconémico, a doenca de
Chagas esta entre as mais importantes doencgas parasitarias do continente americano.
Entre as suas vias de transmissdo, a forma oral tem contribuido para o surgimento de
novos casos e se da principalmente pela ingestdo de formas tripomastigotas
metaciclicas de Trypanosoma cruzi presentes em diferentes alimentos.

A ocorréncia de doenca de Chagas aguda (DCA) relacionada ao consumo de
alimentos constituia, até o ano de 2004, um evento pouco conhecido ou investigado,
embora notificados pelo Ministério da Saude. Recentemente, microepidemias de DCA
com casos graves e importante letalidade na regido Norte do Brasil, tém sido
associadas a transmissao do T. cruzi pela polpa de acai, seja pela contaminagcéao dos
frutos ou da propria polpa por meio de dejetos de animais reservatérios ou de insetos
vetores infectados das areas endémicas.

Dadas as suas propriedades nutricionais, a polpa de acai € um alimento muito
consumido no Brasil e em diversos outros paises. Na regido amazonica, especialmente
no estado do Para, esse fruto é o principal suplemento da dieta alimentar da populagéao
e em virtude de sua alta produtividade, a comercializagdo de acai representa uma
importante fonte de renda, o que o torna imprescindivel a economia local.

Apesar de surtos de DCA indicarem a possibilidade da transmissédo oral, o
levantamento bibliografico concernente a alimentos e a relagdo parasito-hospedeiro,
demonstrou que essa relacdo é pouco estudada. Até o momento eram ainda
controversos os dados referentes a sobrevivéncia e a infectividade de formas
tripomastigotas em polpa de acai contaminada.

Por se tratar de uma questao relevante a saude publica e a pesquisa aplicada
em doenca de Chagas, tendo em vista que o acai foi o alimento associado ao maior
namero de casos ocorridos na regidao Norte nos ultimos anos, estudos envolvendo
modelos animais apropriados serdao determinantes para melhor entender a relagdo T.
cruzi - acai. Por esta razao, no CEMIB/UNICAMP, que apresenta infra-estrutura
adequada e experiéncia prévia em trabalhos experimentais com T. cruzi, foi
estabelecido um convénio com o Ministério da Saude, n® 667/2008, para a realizacao
de ensaios in vitro e in vivo, mediante a infeccdo experimental da polpa de acgai

contaminada em camundongos imunodeficientes, por diferentes periodos.



2. REVISAO DA LITERATURA



2.1. A doenca de Chagas

A tripanossomose americana foi descoberta em 1909 pelo pesquisador brasileiro
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1878-1934), no municipio de Lassance, interior
do Estado de Minas Gerais (CHAGAS, 1909). Apdés 100 anos de sua descoberta e
caracterizacao, a doenca ainda nao apresenta cura e muitos aspectos cientificos ainda
carecem de esclarecimentos.

Historicamente, a transmissdo ao homem acontece sobretudo em areas rurais da
América Latina e nas proximidades da zona urbana, quando nelas ha modificacdo ou
destruicdo do ambiente natural (DIAS, 1999; DIAS, 2000).

A doenca se estabelece por meio de um ciclo biolégico complexo e ocorre pela
transmissdo do Trypanosoma cruzi, um protozoario hemoflagelado, da Ordem
Kinetoplastida e da Familia Trypanosomatidae. O ciclo inclui dois tipos de hospedeiros.
O primeiro € um inseto hemiptero e hemat6fago, popularmente conhecido como
barbeiro, e 0 segundo, um mamifero reservatério que pode pertencer a diversas
classes, como marsupiais e roedores (DEANE et al., 1984).

Nos triatomineos, o T. cruzi multiplica-se no tubo digestério, alcancando a sua
forma infectante, denominada tripomastigota metaciclica, na porcao terminal do
intestino, sendo eliminada nas excre¢des dos insetos. Nos mamiferos, o parasito circula
no sangue, alojando-se principalmente nos tecidos musculares, como o coragao, onde
ocorre a sua multiplicagcdo (COURA, 2003).

A doenga apresenta duas fases distintas: a inicial ou aguda, muitas vezes
assintomatica ou oligossintomatica, caracterizada pela presenca do tripomastigota no
sangue do hospedeiro; e a segunda fase, quando ha evolucdo para a forma crénica,
que é caracterizada pelo comprometimento dos tecidos cardiaco e/ ou digestério do
doente, com dificil deteccao de parasitos circulantes (COURA, 2003; BRITTO, 2009).

Pode ainda existir a fase indeterminada ou de laténcia, na qual ndo ha
sintomatologia clinica importante. Alguns pacientes chagasicos permanecem nessa
fase sem nunca atingir a fase crbnica da doenca (COURA, 2003; BRITTO, 2009).

Em individuos cuja doenca evolui para a fase crbnica, pode haver o
aparecimento de insuficiéncia cardiaca, megaeséfago e megacédlon (LOPES &



CHAPADEIRO, 2004). Os custos do tratamento de um doente chagasico crénico para o
sistema publico de saude sdo enormes, em decorréncia da morbidade, da
hospitalizagao e do tratamento dos sintomas. Ha sobrecarga da previdéncia social com
um montante de aposentadorias precoces e 0s pacientes podem-se tornar
marginalizados na sociedade em funcdo de sua aparente impossibilidade de trabalhar
(MONCAYO & SILVEIRA, 2009).

A doenca de Chagas esta entre as mais importantes infec¢des parasitarias e no
final do século passado foi considerada como a mais importante pelo Banco Mundial,
por apresentar um impacto socioecondmico significativamente maior que o obtido pelo
efeito combinado de todas as outras infec¢des causadas por parasitos (WHO, 2002).

Estd amplamente distribuida nas Américas Central e do Sul, estendendo-se do
sul dos Estados Unidos até a Argentina (SZAJNMAN et al., 2005). Embora a
prevaléncia da infecgdo no continente americano tenha reduzido cerca de 70% por volta
do ano 2000 (MONCAYO, 2003), em 2009, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2009) estimou que cerca de 12 milhdes de pessoas estivessem infectadas com doenca
de Chagas nas Américas - sendo dois milhdes somente no Brasil - e que mais de dez
mil pessoas morreriam por ano em consequéncia da doenca (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

Na América do Sul, principalmente no Brasil, Equador, Chile, Paraguai, Uruguai e
na Bolivia, Argentina e Venezuela, a doenca de Chagas constitui grave e alarmante
problema de saude publica e, por afetar principalmente pessoas de paises em
desenvolvimento, é ainda uma doenca negligenciada, com pouco investimento em
diagnéstico, tratamento e prevencao (WHO, 2009).

Em funcao de acdes de controle de vetores a partir da década de 1980, o Brasil
recebeu, em 2006, a Certificacdo Internacional pela Interrupcdo da transmissao da
doenca de Chagas pelo Triatoma infestans, espécie importada e responsavel pela
maior parte da transmiss&o vetorial (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Apesar do sucesso de programas para a reducao da transmissao vetorial e do
registro de menos ocorréncias pelas vias congénita e transfusional, assim como por
meio de secrecdes das relacdes sexuais, por acidentes laboratoriais ou por transplantes
de 6rgaos néao inspecionados (DIAS et al., 2000), o Brasil ndo estara livre da doenca



nas préximas décadas, seja pelo grande numero de chagasicos crénicos idosos, seja
porgue nos ultimos anos vém ocorrendo mudangas em seu perfil epidemiolégico, com
destaque para a via oral, por meio do consumo de alimentos contaminados (MONCAYO
& SILVEIRA, 2009).

Segundo a Secretaria de Estado da Saude do Amazonas (SUSAM), em 2009,
o municipio de Barcelos, localizado no Norte do Amazonas, registrou casos da infeccéo
durante trabalhos de coleta de piacaba, uma espécie de palmeira cujas fibras sao
utilizadas na confecgdo de vassouras e escovas (AGENCIA BRASIL, 2010). De acordo
com o Relatério Técnico elaborado na cidade de Manaus (2005) pela Secretaria
Técnica da Organizacdo Pan-Americana de Saude é de fundamental importancia a
orientacdo da populagdo sobre como evitar a contaminacado acidental pelo T. cruzi
durante a coleta dessa matéria-prima, que apesar de se constituir em importante
atividade comercial e particular daquela regido, pode ampliar sobremaneira as
possibilidades de transmisséo da doenga.

De acordo com Rodriguez-Morales et al. (2009), atualmente, muitos estudos
estdo voltados para a ocorréncia da doenca de Chagas em paises europeus como
Espanha, Suica, Franga, ltalia, Alemanha e Inglaterra, pois a transmissao oral da
doenca de Chagas implica na transmissao do T. cruzi para areas antes consideradas

nao endémicas, em virtude da exportacao de alimentos contaminados.
2.2. A transmissao oral da doenca de Chagas aguda experimental

A transmissao oral da doenca de Chagas se estabelece por meio da ingestao de
formas tripomastigotas metaciclicas, dada a capacidade de sobrevivéncia do parasito
na presenca do suco gastrico (CAMANDAROBA et al., 2002).

Embora tenha sido amplamente divulgada pela midia a partir de 2005, estudos
revelaram que a via oral na transmissdo do T. cruzi ndo € um fato recente. Sua
importancia é conhecida ha muito tempo e a infeccdo em animais onivoros e insetivoros
susceptiveis ocorrem com a predacao ou com a ingestao de um alimento contaminado
(PEREIRA et al., 2009).



Logo apds a descoberta da tripanossomose, Carlos Chagas e Oswaldo Cruz
descreveram o primeiro caso de transmissao oral da doenca quando saguis (Callitrix
penicillata), colocados em jaula juntamente com insetos infectados pelo protozoario,
adquiriram o parasito durante a predacado. Na ocasido, a hipétese considerada para a
contaminacao foi a ingestdo dos insetos pelos saguis (DIAS, 2006).

No entanto, Coura em 1997 relatou os achados de Nattan-Larrier em 1921: a
demonstracdo experimental de transmissdo da infecgdo chagasica pela via oral ao
reproduzir a doenca de Chagas em animais de laboratério por meio da administracao
oral de formas tripomastigotas (COURA, 1997).

Da mesma maneira, Dias (1940) relatou que o pesquisador Ezequiel Dias fez a
primeira referéncia oficial a esse modo de transmissdo em 1933, ao observar, em seu
laboratério, tatus se alimentarem do triatomineo Panstrongylus megistus.
Posteriormente, a confirmacao da transmissao se deu pela observacao de gatos que se
alimentaram de barbeiros e roedores infectados.

Yaeger (1971), na Lousiana, nos Estados Unidos, demonstrou que gambas
adquiriram infec¢do experimental por T. cruzi por meio da ingestdo de dois triatomineos
(Rhodnius prolixus). De acordo com o autor, a infeccao por T. cruzi pode ser frequente
em mamiferos e roedores devido a seus habitos alimentares insetivoros ou da
predacdo de outros mamiferos infectados. Ainda nos Estados Unidos, Roellig et al.
(2009) demonstraram, pela primeira vez, a transmissao oral de T. cruzi experimental em
guaxinim (Procyon lotor), um reservatério natural naquele pais, por meio da ingestao de
tripomastigotas e hemipteros infectados.

Na América Latina, investigacdes realizadas na Venezuela por Diaz-Ungria
(1968), comprovaram a contaminacao oral de caes e roedores por meio de cepas locais
de T. cruzi originadas de triatomineos naturalmente infectados.

Ainda na década de 1980, Jansen e Deane (1985) ressaltaram a importancia do
gamba (Didelphis marsupialis) como reservatério e transmissor do T. cruzi. Essas
autoras constataram a infeccdo de camundongos que ingeriram alimentos
contaminados com excrementos do marsupial.

Calvo-Méndez et al. (1994) demonstraram a infec¢do chagésica por via oral em
camundongos pela administracdo de agua potavel, leite pasteurizado, carne moida crua



ou cozida, queijo fresco e arroz cozido contaminados com fezes de Triatoma
pallidipennis. Os autores observaram existir variacdo na eficiéncia da infeccao de
acordo com o tipo de alimento ingerido e demonstraram que o leite se apresentou como
0 meio mais efetivo para a transmisséao do protozoario.

Mais recentemente, Castanho et al. (2002) relataram a infec¢cdo chagdasica em
camundongos por meio da ingestdo de caldo de cana contaminado com fezes de
Rhodnius neglectus contendo T. cruzi.

2.3. A transmissao oral da doenca de Chagas aguda em humanos

No Brasil, a transmissdao oral da DCA em humanos estd especialmente
associada a contaminagao de leite materno via congénita, de leite cru ou de sucos de
frutas e verduras por vetores silvestres e reservatérios vertebrados de T. cruzi
(CAMANDAROBA et al., 2002). Muitas vezes, os insetos vetores sdo triturados no
momento da preparagdo do alimento ou entdo ha contaminagdo por dejetos dos
reservatérios ou dos proprios vetores (RIBEIRO et al., 1987). Entretanto, a
contaminacao oral também pode ocorrer pelo manuseio ou consumo de carcacga crua,
mal cozida ou apenas defumada de mamiferos silvestres obtidos em atividades de caga
(FORATTINI et al., 1980), pela ingestdo de sangue de tatus e gambas usados como
remédio na medicina tradicional da Amazénia colombiana ou até mesmo por habitos
primitivos de ingestao de triatomineos (DIAS, 2006).

O primeiro caso humano de transmissdao da doenca de Chagas pelo leite
materno foi relatado na Argentina por Mazza et al. (1936). Ap6s esse fato, diversos
outros autores evidenciaram a presenca de T. cruzi em leite de animais infectados
experimentalmente com o parasito (FERREIRA et al., 2001).

Do ponto de vista epidemioldgico, surtos da doenca aguda por via alimentar vém
sendo observados desde o século passado. Porém, o destaque a importancia da via
oral para a transmissdo da DCA aconteceu somente na década de 1960, quando Shaw
et al. (1969) anteviram a possibilidade da transmissao oral da doenca de Chagas na
cidade de Belém (PA). Os autores observaram que quatro pessoas de uma mesma



familia estavam envolvidas e que trés delas encontravam-se na fase aguda da doenca
no momento do diagnaéstico.

Desde entdo, muitos sao os registros de microepidemias (PANAFTOSA, 2006)
da DCA por transmissao alimentar em diversos estados brasileiros. A Figura 1 retirada
de Transmission of Chagas disease (American Trypanosomiasis) by Foods (PEREIRA
et al., 2010) apresenta o mapa do Brasil, com as regides envolvidas em episodios da

DCA pela transmissao oral.

Acute Chagas Discase
foodbome outbreak

[®] Brazilian Amazon

Figura 1. Estados brasileiros com relatos de surtos da doenca de Chagas aguda por
meio de transmissao alimentar, retirada de Transmission of Chagas disease (American
Trypanosomiasis) by Foods (PEREIRA et al., 2010).

Ainda na década de 1960, foi descrito de fato o primeiro surto de infeccdo humana
pelo T. cruzi devido a transmissao oral do parasito em alimentos. Silva et al. (1968)
relataram o caso no distrito de Teutdnia, municipio de Estrela (RS), no ano de 1965,
envolvendo 17 pessoas, das quais seis vieram a falecer. Nesse episodio, as pessoas
adoeceram praticamente no mesmo dia e apresentaram quadro clinico de miocardite

aguda. Todos os suspeitos (funcionarios, alunos e professores) possuiam em comum



apenas o fato de frequentarem a Escola Agricola e la realizarem suas refeicbes. Um
estudo sorolégico e entomoldgico sugeriu a contaminacdo da horta por excretas e
secregdes provenientes das glandulas anais de marsupiais, uma vez que foram
encontrados nas proximidades exemplares infectados pelo T. cruzi.

Outro importante surto de etiologia alimentar foi identificado 20 anos mais tarde,
em Catolé do Rocha (PB), em 1986. Nele, 26 pessoas adoeceram entre sete e 22 dias
apos participar de uma festividade na fazenda Aroeira. Uma delas faleceu de
insuficiéncia cardiaca congestiva (SHIKANAY-YASUDA, 1987). A refeicdo era
composta de churrasco de boi e carneiro, buchada de carneiro, carne de porco cozida,
salada e caldo de cana moido no local. Os estudos epidemiolégicos preliminares
apontaram para uma provavel contaminacao da comida e/ou dos utensilios por excretas
contaminadas do mamifero Didelphis albiventris (denominado popularmente como
gamba-de-orelha-branca, sarué ou mucura), frequente nas proximidades do domicilio
(MARCONDES et al., 1987). Posteriormente, evidéncias relacionadas a sobrevivéncia
de T. cruzi em caldo de cana, associadas ao fato de a maquina de moer cana abrigar
barbeiros, sugeriram a possibilidade de esse alimento ter atuado como veiculo de
transmissao da infeccao chagasica na Paraiba (LEWINSOHN, 2005a,2005b).

Em Mazagéo (AP), em outubro de 1996, um surto de DCA afetou 17 pessoas de
trés familias diferentes. O possivel mecanismo de transmissao foi a ingestao de suco de
acai contaminado com fezes de triatomineos. O suco foi preparado a noite e os insetos
atraidos pela luz elétrica cairam dentro da maquina de moer e foram triturados
juntamente com o fruto (VALENTE et al., 1999).

Pinto et al. (2003) informaram a ocorréncia de um surto de DCA provavelmente
transmitida via oral, envolvendo 12 pessoas de duas familias, com dois ébitos, em
Igarapé-Miri (PA), em julho de 2002.

Em margo de 2005, com destaque dado pela midia internacional, foi registrado
um surto de DCA no estado de Santa Catarina, decorrente do consumo de caldo de
cana especificamente em um quiosque da BR-101, na cidade de Navegantes,
importante area turistica no sul do Brasil (PANAFTOSA, 2006). Na ocasido, a Secretaria
de Saude do Estado divulgou uma nota oficial em que foram constatadas infeccoes de
24 pessoas e que trés delas evoluiram para ébito (SVS, 2007c).
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Duas hipéteses foram sugeridas para a contaminacao do caldo de cana com os
protozoarios. A primeira delas foi a moagem de triatomineos com cana; e a segunda, a
contaminacao da garapa com excretas de animais silvestres, tendo em vista que foram
encontrados dez triatomineos em uma palmeira préoxima ao local; 30 na mata fechada
atras do quiosque; um vetor infectado no quiosque; e ainda, uma fémea de gamba com
quatro filhotes, todos infectados (IANNI & MADY, 2005).

Na sequéncia, em 31 de mar¢co do mesmo ano, um relatério do Instituto Evandro
Chagas (PA) esclareceu um surto de doenga aguda na comunidade do Igarapé da
Fortaleza, area portuaria da cidade de Santana (AP), ocorrido em dezembro de 2004.
Nesse surto, 27 pacientes, de seis familias diferentes, foram confirmados com DCA e o
relato comum era o consumo de acai, possivelmente contaminado com fezes de
barbeiro no local de venda (SVS, 2005).

A ocorréncia desses episddios em um curto intervalo de tempo e em locais tao
distintos foi determinante para que a transmissao oral da doenca de Chagas ganhasse
espaco na imprensa escrita e falada e, também, no meio cientifico.

A partir de entdo, a divulgagcdo de matérias referindo-se ao consumo de agai
como meio de transmissao da doenca de Chagas surpreendeu a populagao brasileira,
gerando inseguranca tanto entre produtores como entre consumidores do pais.

Os artigos “The oral transmission of Chagas’ disease: An acute form of infection
responsible for regional outbreaks” (BARBOSA, 2006) e “Further comments on oral
transmission of Chagas' disease in Brazil: Epidemiology, geographical distribution and
viability of the infective parasite’ (BENCHIMOL-BARBOSA, 2009) retomaram as
discussdes sobre os dados cientificos até entdo pouco difundidos na area de alimentos
com relagcao a transmissao pela via oral, bem como sobre as estratégias de prevencao.

Segundo o Laboratério de Doenga de Chagas do Instituto Evandro Chagas (PA)
e da Secretaria de Vigilancia em Saude, foram registrados 592 casos de doenca de
Chagas na Amazobnia brasileira entre 1968 e 2007. Deste numero, 587 foram
confirmados como DCA, sendo 440 (74,95%) associados a surtos familiares. Até 2006,
apesar de ser um evento pouco divulgado, foram notificados cerca de 430 casos de
DCA relacionados ao consumo de alimentos contaminados somente na regido

amazénica brasileira (SVS, 2007a).
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De acordo com Noébrega et al. (2009), em 2006, ano em que a forma oral foi
identificada como um potencial risco para a saude publica, um total de 116 casos de
DCA foram notificados em todo o Brasil. Na cidade de Barcarena (PA) foram registradas
11 ocorréncias possivelmente associadas ao consumo de acai e no distrito de Mojui
dos Campos, em Santarém (PA), ocorreu um surto vinculado ao consumo de acai
branco, ou bacaba, com 17 casos, entre eles um ébito confirmado (SVS, 2007c).

Além disso, nesse mesmo ano, a Secretaria da Saude do Estado do Ceara
informou um relato da doenga aguda envolvendo oito pessoas das familias de duas
irmas, em Redencao (CE). As idades variaram de dois a 35 anos, sendo duas pessoas
do sexo masculino e seis do sexo feminino. Estudos epidemioldgicos apontaram a
transmissao pela via oral e o veiculo possivel foi uma sopa preparada com agua de um
reservatério em condicoes precarias de higiene (SESA, 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Em 2007, no municipio de Coari (AM) um surto vinculado ao consumo de suco
de acai em um unico ponto atingiu 25 pessoas. Nesse mesmo ano, foram registrados
161 casos da doenca no Brasil, principalmente nos estados do Para, Amazonas e
Amapa, de acordo com dados do Ministério da Saude (SVS, 2007c).

Ainda em 2007, em Belém (PA), trés pessoas foram diagnosticadas com DCA.
Os estudos epidemiolégicos concluiram que o consumo de camardo cru esteve
associado a infeccédo, possivelmente contaminado com fezes de triatomineos ou
dejetos de marsupiais e roedores infectados, durante o armazenamento ou o transporte
para a comercializacao do produto (FREITAS et al., 2008).

Nesse mesmo periodo, foram ainda notificados dois casos de DCA, sem o&bitos,
provavelmente associados a transmissdo alimentar, nas cidades de Breves e Bagre
(PA). Em Breves, 12 pacientes diagnosticados pertenciam a mesma familia e haviam
compartilhado o almogo e o jantar, composto de carne seca, frango, farinha de
mandioca, acai e agua. Em Bagre, os 13 pacientes participaram de uma reunido
familiar e dormiram na mesma casa, sendo a refeicdo composta de peixe, farinha de
mandioca, acai, acicar e agua (BELTRAO et al., 2009).

Em 2008, no Brasil, foram notificados 131 casos de DCA. Apesar de a maioria
dos relatos se concentrarem na regido amazénica (com 129 casos na regiao Norte) e

estar associada a transmissdo oral pelo consumo frequente da polpa de acai
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contaminada (SVS, 2010), a agua também esteve vinculada a outro surto. Em
Macaubas (BA), houve o relato de transmisséo a sete individuos da mesma familia (pai,
mae e cinco filhos), sendo dois ébitos, provavelmente decorrentes da ingestao de agua
inadequadamente armazenada e contaminada com fezes de triatomineos (DIAS et al.,
2008).

Dados divulgados pela midia paraense (INSTITUTO EVANDRO CHAGAS, Diario
do Para, 25/08/2009) indicaram que apesar das medidas de prevencéo ja adotadas, até
agosto de 2009, o Instituto Evandro Chagas havia identificado 22 casos agudos no
estado do Para, nos municipios de Paragominas, Belém, Moju, Castanhal, Abaetetuba,
Barcarena, com o maior niumero de casos ocorrido em uma comunidade rural do rio
Mutuaca, em Curralinho, extremo sul da llha de Maraj6. Segundo comunicagao pessoal
com a Coordenadora Estadual de Controle da Doenca de Chagas da Secretaria de
Estado e Saude Publica do Para (SESPA), Elenild de Goées Costa, até novembro de
2009, foram confirmados mais de 100 casos. Mais uma vez, associava-se a hipotese de
transmissao pela via oral, por meio da ingestao de acai contaminado pelo parasito.

Dados ainda nao publicados, porém difundidos pela midia mostraram que em
janeiro de 2010, o municipio de Santa Isabel do Rio Negro (AM) registrou um surto de
DCA em que 12 pessoas, sendo oito adultos e quatro criancas, foram infectadas apds a
ingestao de polpa de acai produzida em condi¢cbes sanitarias inadequadas. De acordo
com a SUSAM, os pacientes ndo apresentaram risco de morte, mas precisardo ser
acompanhados pelos préximos cinco anos (AGENCIA BRASIL, 2010).

Outros estudos recentes relataram casos da doenca de Chagas na América
Latina. O surto com o maior nimero de casos ja relacionado a transmissao oral da
doenca aguda ocorreu na Escola Municipal Andrés Bello, na cidade de Chacao, regiao
metropolitana de Caracas, na Venezuela, em dezembro de 2007. Dos 128 casos
confirmados, 75% eram de jovens menores de 18 anos que apresentaram
sintomatologia caracteristica de fase aguda como febre persistente por mais de sete
dias, dor abdominal, dor de cabeca, mialgia, diarreia, edema facial e taquicardia. Do
total, 12 pacientes foram hospitalizados, e, entre eles, houve um 6bito. Os estudos
epidemiologicos concluiram que a fonte de infeccdo foi a contaminagdo de suco de
goiaba produzido sem condigdes adequadas de higiene. Insetos vetores infectados
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foram coletados préximos ao local de processamento do suco, além de uma funcionaria
responsavel pela producdo da bebida ser soropositiva para IgM e IgG (VILLALOBOS,
2007; RODRIGUEZ-MORALES, 2008; MILES, 2010; NOYA et al., 2010).

Ainda na Venezuela, no municipio de Chichiriviche de la Costa, no estado de
Vargas, em abril de 2009, 47 estudantes e trés professores adoeceram. Nesse surto,
foram registrados trés 6bitos e a hip6tese mais provavel da morte na fase aguda da
doenca de Chagas foi a ingestao de suco de goiaba contaminado (ISID, 2009).

Na Colémbia, foram notificados dois surtos de DCA provavelmente causados por
alimentos contaminados. O primeiro ocorreu em 1999 na cidade de Guamal, estado de
Magdalena, onde 13 pacientes com febre e miocardite aguda foram diagnosticados, dos
quais cinco faleceram. Exemplares de Panstrongylus geniculatus infectados foram
coletados em palmeiras proximas a area e a conclusao foi de que o vifio de palma, uma
bebida tipica fermentada e consumida na regido, sofreu contaminagcéo por fezes de
triatomineos (PANAFTOSA, 2006; HERNANDEZ et al., 2009).

O segundo surto ocorreu em 2008, em Bucaramanga, envolvendo dez pacientes.
O ponto em comum foi a ingestao de suco de tangerina de um mesmo local por nove
pacientes sintomaticos, sendo trés de uma mesma familia e trés trabalhadores, jovens
entre 21 e 22 anos de idade, do aeroporto Palonegro de Lebrija, dos quais um morreu.
(HERNANDEZ et al., 2009).

2.4. O acai

A regido amazébnica apresenta grande quantidade de plantas perenes, com
particular relevancia para as espécies frutiferas (NOGUEIRA et al., 1995). Dentre elas
destaca-se o acai, fruto do acaizeiro (Euterpe oleracea Martius), que é uma palmeira
pertencente a divisdo Magnoliophyta, antiga Angiospermae, e membro da familia
Arecaceae, que por sua forma e seu aspecto é a mais caracteristica da flora tropical
(OLIVEIRA et al., 2002).

O género Euterpe reune aproximadamente 30 espécies, ocorre nas Américas
Central e do Sul e esta distribuido por toda bacia amazénica, sendo E. oleraceae, E.
edulis e E. precatoria as trés espécies mais frequentes (SIQUEIRA et al., 1998).
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Segundo definicdo encontrada no Dicionario Houaiss da Lingua Portuguesa
(HOUAISS et al., 2001), a etimologia da palavra “acai” é “iwasa'i” ou “ica-cai” que em
tupi significa “fruto que chora, isto &, que deita agua”, fazendo referéncia a lenda
indigena e ao fato de a fruta expelir agua. Além disso, o termo “acai” é utilizado nao
somente para denominar o fruto do acaizeiro ou a prépria palmeira, mas também a
bebida que é obtida a partir de seu fruto (OLIVEIRA et al., 2002).

Acaizais nativos sdo comumente encontrados ao longo dos rios, em terrenos de
varzea, baixadas, igarapés, areas muito Umidas e também em terra firme. Em territério
brasileiro, € encontrado no Acre, Amapa, Maranhao, Para e principalmente no estuario
do rio Amazonas, estendendo-se ainda a Colémbia, ao Equador, as Guianas e a
Venezuela (ROGEZ, 2000).

Aproveitado integralmente pelos habitantes da regido amazénica brasileira, com
destaque a producédo do palmito oriundo do caule, o acaizeiro, a partir da década de
1970, foi introduzido nos estados do Sul e Sudeste do pais, principalmente por
instituicdes publicas, para pesquisa e ensino, e la se propagou (BOVI, 2004).

Atualmente, a atividade extrativista em acaizeiros tem diminuido dado o interesse
em seu manejo nas areas de varzeas para a producao de frutos (HOMMA et al., 2006)
por meio de programas de melhoramento genético, com a producgéo de hibridos obtidos
por cruzamentos controlados e/ou naturais entre espécies (BOVI, 2004).

O acaizeiro pode atingir altura de até 25m, possui caule de 15 a 25cm de diametro
e ocorre geralmente formando touceiras com varios estipes (TATENO, 2001; OLIVEIRA
et al., 2002).

Por ser uma espécie que se adapta facilmente a sistemas agroflorestais, uma vez
que possui copa aberta, talo ereto, facil propagacdo e autopoda, € de uso mdultiplo
(OLIVEIRA, et al., 2002) e de acordo com Oliveira & Miiller (1998), seu potencial
econbmico encontra-se nos frutos e na palmeira, seja para a alimentacao, producao de
celulose, fabricagdo de casas, confecgcdo de chapéus, racao animal, arborizacao,
medicina caseira e corante natural.

Os frutos encontram-se inseridos em cachos ou infrutescéncias, sdo pequenos e
arredondados e medem entre 1 e 2cm de diametro (TATENO, 2001; OLIVEIRA et al.,
2002).
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A maior parte do fruto é composta do endocarpo, ou carogo, bastante volumoso e
duro. A parte comestivel do acai compde-se, porém, do epicarpo e do mesocarpo
polposo e corresponde a apenas 26,54% do peso do fruto, com cerca de 1Tmm de
espessura, de coloracdo violacea ou roxo-escura quando maduros, em funcdo da
presenca de antocianinas (TATENO, 2001; OLIVEIRA et al., 2002).

As flores e os frutos do acai sdo essenciais para o desenvolvimento agroindustrial
da regidao amazodnica e ocorrem em todos os meses do ano, porém concentram-se no
segundo semestre, entre os meses de setembro e dezembro, quando ha diminuicao do
periodo de chuvas e aumento da producao de acaizeiros (OLIVEIRA et al., 2002).

De acordo com Rogez (2000), em virtude de sua grande utilizacao e de suas
excelentes propriedades nutricionais e sensoriais, 0 agai constitui-se a base da culinaria
paraense, sendo 0 mais importante suplemento alimentar da dieta da populacdo da
bacia amazbénica e uma o6tima alternativa para a melhoria de vida do meio rural,
principalmente no estado do Para.

Sua composicdo é caracterizada por um elevado teor de acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados, fibras, proteinas, minerais (como potassio, calcio e
ferro), vitaminas E e B1 e por um baixo teor de acucares (ROGEZ, 2000; OLIVEIRA et
al., 2002).

O potencial do acai como alimento funcional torna-se atraente por seu conjunto de
substéancias fitoquimicas, incluindo os flavondides, as antocianinas e os polifendis, que
se destacam pelas propriedades antioxidantes e moduladoras do metabolismo
(LICHTENTHALER et al., 2005; KUSKOSKI et al., 2006; POZO-INSFRAN et al., 2006;
SCHAUSS et al., 2006a,2006b; PACHECO-PALENCIA et al., 2007).

Além disso, o alto teor de pigmentos naturais da a cor ao alimento e contribui para
0 seu aspecto visual, que é um quesito de fundamental importancia para sua aceitacao
e escolha pelos consumidores (NEIDA & ELBA, 2007).

O transporte do fruto de sua colheita a seu processamento é realizado em sacos
ou cestos de palha conhecidos como paneiros, destampados ou descobertos (Figura 2)
e seu consumo é feito ap6s um pré-processamento do fruto com adicdo de dgua morna

para seu despolpamento e posterior filtracdo, originando uma bebida chamada de acai,
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de suco de acai, ou ainda, de vinho de agai, como € comumente conhecida na regido
Norte do pais (ROGEZ, 2000).

Figura 2. Paneiro de agai comercializado na

cidade de Belém do Para (arquivo pessoal).

Estudos apontaram que a polpa € um alimento muito perecivel e de facil
deterioracao por fungos e bactérias, porque o fruto é extremamente manipulado durante
toda a cadeia produtiva do suco (SOUSA et al., 2006).

A forma de consumo do acai na regido amazoénica difere da dos demais estados
brasileiros. Na cidade de Belém do Para, por exemplo, ele & comercializado
diariamente, in natura ou congelado, em cerca de trés mil pontos de venda
(MONTEIRO, 2006) e consumido na forma de vinhos, cremes, mingaus, geleias,
iogurtes, sorvetes, bombons, licores, em pd, sucos (acai grosso ou especial, acai médio
ou regular e acai fino ou popular, dependendo da quantidade de sélidos totais),
combinado com doce de leite, arroz com feijdo, camarao seco, charque, peixe frito ou
com alimentos regionais como farinha de mandioca ou tapioca, raramente
acompanhado de agucar, durante ou bem proximo ao periodo das refeicoes (OLIVEIRA
et al., 2002; DONADIO et al., 2004).

Nas demais regides, o acai € comumente consumido na forma de polpa
congelada, sobretudo entre os esportistas, por ser considerado uma bebida energética
e, na maior parte das vezes, acrescido de xarope de guarana e/ou frutas, cereais e
carboidratos de assimilacdo rapida para compensar sua deficiéncia em acucares
simples (NOGUEIRA et al.,1995; OLIVEIRA, 1998).
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O Brasil € o principal produtor natural do agaizeiro e o estado do Para, o maior
produtor e consumidor de acai. Na entressafra, o pais é abastecido parcialmente com
frutos oriundos dos estados do Amapa e Maranhao (HOMMA et al., 2006).

No ano de 2006, cerca de dez mil toneladas de polpa congelada de acai e 120
mil litros de vinho foram destinados a Sao Paulo, Rio de Janeiro, Pernambuco, Goias e
Brasilia (PORTES, 2008).

Estima-se que de 1999 a 2004 o Brasil produziu aproximadamente 740 mil
toneladas de agai (MONTEIRO, 2006). Nos anos seguintes, estudos de mercado
constataram o aumento da demanda de polpa, e s6 em 2007, o Para produziu cerca de
dois milhées de toneladas, sendo 25% da produgdo destinada a exportacao. No
mercado interno, a comercializacdo correspondeu a 60% dessa producédo, com a
lideranca do Rio de Janeiro no consumo da polpa (PORTES, 2008).

Dessa maneira, 0 acai tem conquistado consumidores ndao apenas no Brasil; ele
ja foi eleito um dos principais sabores de 2007 nos Estados Unidos (DUAILIBI, 2007),
além de estar presente em importantes mercados, como Japao, Alemanha, Franca,
Italia e Oriente Médio (MONTEIRO, 2006).

2.5. O modelo animal

O avango na genética de camundongos, com o desenvolvimento de novos
modelos animais, permitiu esclarecer alguns mecanismos envolvidos na patogenicidade
de varias doencas humanas.

Os camundongos de laboratério suportam muito bem o sistema de cruzamentos
consanguineos. Em ratos e camundongos, podem ser feitos acasalamentos entre
irmaos durante varias geracdes, obtendo, assim, populacées muito homogéneas do
ponto de vista genético. Essas populacdes sdo denominadas linhagens consanguineas
e, quando acasaladas entre si durante 20 geracdes, sdao denominadas isogénicas
(GODARD & GUENET, 1999).

As linhagens isogénicas sao muito estaveis e geneticamente padronizadas, pois
apresentam formas alélicas homozigéticas para todos os /oci do genoma e o0 conjunto
de alelos que compde o genoma sao distribuidos de forma aleatéria.
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Um fator importante a ser considerado é que todas as linhagens consanguineas
de camundongos de laboratério derivam de um pequeno numero de genitores. Do
ponto de vista genético, isso significa que as diferencas entre os genomas das varias
linhagens sao também reduzidas. Esse fato se constitui em uma grande vantagem, pois
permite avaliar a importancia de regides do genoma por meio de acasalamentos
programados. Linhagens consanguineas podem apresentar uma grande variabilidade
de respostas em relacdo a agentes infecciosos. Nesse caso, & observado que,
enquanto algumas linhagens sao susceptiveis a infeccdo de um agente patogénico,
outras sdo resistentes a ele (GODARD & GUENET, 1999).

Considerando a variacao de susceptibilidade ao Trypanosoma cruzi apresentada
por diversas linhagens de camundongos, é possivel estabelecer alguns parametros da
fase aguda quando a evolugcdo do parasitismo encontra um background genético
susceptivel ou resistente (PASSOS, 2003).

Passos et al. (2002) desenvolveram uma linhagem de camundongo
recombinante congénica por meio do acasalamento programado das progénies obtidas
de duas linhagens isogénicas com fendtipos distintos de resisténcia a cepa Y do T.
cruzi (C57BL/6/JUnib - resistente e A/JUnib - susceptivel). A linhagem recombinante
congénica, dotada de um background susceptivel, apresenta fenétipo de alta
resisténcia ao parasito, gracas a transferéncia de regides importantes dos
cromossomos 7, 11, 14,17 e 19.

O uso de modelos animais para o estudo da infeccao por Trypanosoma cruzi foi
estabelecido por Carlos Chagas (CHAGAS, 1909) e, até 1940, cobaias, caes, coelhos,
macacos e também camundongos, foram utilizados para o estudo da infecgcédo
experimental. A partir de 1960, provavelmente por influéncia do intenso uso de
camundongos como modelo basico em estudos de imunologia geral, bem como pela
facilidade e pelo baixo custo de manutencdo desses animais em biotério, os trabalhos
com infeccao experimental por T. cruzi acumularam-se no modelo do camundongo
(CABEZA-MECKERT & LAGUENS, 1994).

Caracteristicas importantes desse modelo sao a heterogeneidade do curso e a
intensidade da infeccao e das lesdes em diferentes populacdes (ragas, cepas), que se

expressam na distincdo entre modelos resistentes e susceptiveis a condicées similares
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de infeccdo. Essas caracteristicas, ja apontadas na década de 1940 (P1ZZl et al., 1948),
foram exploradas quanto ao mapeamento genético da resisténcia durante as décadas
de 1970 e 1980 (JURI et al., 1990) e até hoje sao utilizadas para facilitar estudos sobre
as caracteristicas da resposta imune inata e adquirida. Os padrées de resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo, medidos por meio de taxas de mortalidade, tempo de
sobrevida e niveis de parasitemia, dependem da conjun¢édo das cepas do camundongo
e do parasito, o que implica que qualquer estudo tenha de ser interpretado a luz do
modelo usado (ARAUJO-JORGE, 2000).

Como a doenca humana também varia desde formas assintomaticas e muito
brandas até as muito severas e letais, o fato de o camundongo apresentar fendtipos
heterogéneos quanto a resisténcia a infeccdo o torna um modelo adequado. As
diferentes combinacdes de cepa de camundongo com cepa/clone de parasito tendem a
se distribuir nesse espectro quando analisados diversos parametros, sejam eles
parasitolégicos, imunoldgicos, histopatolégicos, eletrofisiologicos ou bioquimicos
(ARAUJO-JORGE, 2000).

Modelos animais portadores das mais variadas expressoes fenotipicas passaram
a compor o repertério de animais disponibilizados, destacando-se as linhagens
portadoras de deficiéncias imunoldgicas, principalmente os scid (BOSMA et al., 1983).

A imunodeficiéncia severa combinada ou severe combined immunodeficiency
disease (scid) foi descrita pela primeira vez em cavalos da raca Arabe por McGuire &
Poppie (1973) e posteriormente foram reconhecidos diferentes tipos que afetam
diversas espécies como equinos, caes, camundongos e o homem (McGUIRE &
POPPIE, 1973; BOSMA et al., 1983; CUSTER et al., 1985; SOMBERG et al., 1995).

A doenca estd inserida em um grupo de raras deficiéncias congénitas,
caracterizadas pela auséncia de um sistema imunoldgico funcional (BOSMA et al.,
1983) e associa-se a um aumento da susceptibilidade a infecgcdes. Em humanos, é
popularmente conhecida como “sindrome do menino da bolha”, ocorre nos primeiros
meses de vida e pode levar a morte (BOWLING, 1996; REED & BAYEY, 1998).

Em camundongos, é ocasionada por uma mutagao pontual recessiva do gene
Prkdc localizado no cromossomo 16, a qual os torna deficientes em linfécitos T e B
funcionais, que séo as células especializadas na defesa do organismo contra infec¢des
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por virus, bactérias e fungos (BOWLING, 1996; REED & BAYEY, 1998), embora
apresentem células granulociticas e natural killer (NK) normais (BOSMA et al., 1989), o
gue garante a sobrevivéncia e protecao por interferon gama.

Dessa maneira, a escolha dos scid para esta pesquisa foi estratégica, pois dada
a sua alta susceptibilidade, favorece a deteccao de formas tripomastigotas do parasito e
pode trazer contribuicdes interessantes para a avaliagdo da DCA.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral

Esclarecer eventos relacionados a transmisséao oral do Trypanosoma cruzi, por
meio da ingestao de polpa de acai, mediante a infeccao experimental de camundongos
isogénicos imunodeficientes com a polpa contaminada, mantida por diferentes periodos
de incubacao e tratamentos térmicos.

3.2. Objetivos especificos

¢ Desenvolver uma metodologia de isolamento de formas tripomastigotas da cepa
Y do Trypanosoma cruzi presente na polpa de acai;

e Estudar a sobrevivéncia do Trypanosoma cruzi na mistura com a polpa de acai;

e Avaliar in vivo a viabilidade e a viruléncia do T.cruzi apds sua permanéncia na
polpa, em diferentes periodos de incubagdo e sob diversos tratamentos
térmicos;

e Analisar o poder de infeccdo do T. cruzi e comparar diferentes vias de
administracao;

e Avaliar a evolucdo da fase aguda da doenca experimental, por meio de
infecgdes por diferentes vias com formas tripomastigotas recuperadas da polpa

de acai, submetidas a diferentes periodos de incubacgao e tratamentos térmicos.
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4. MATERIAL E METODO
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4.1. O parasito

Para os testes de sobrevivéncia e infeccdo foi utilizada a cepa Y de
Trypanosoma cruzi, proveniente do Centro Multidisciplinar de Investigagcdo Biologica na
Area de Ciéncia de Animais de Laboratério da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP), cedidas pelo Prof. Dr. Luiz Augusto Corréa Passos. As formas
tripomastigotas foram utilizadas na contaminagcdo da polpa e na infecgcdo dos
camundongos.

A manutencédo in vivo dos tripomastigotas foi realizada semanalmente, em
camundongos CBA/JUnib mantidos em unidades isoladoras e periodicamente a cepa Y
foi congelada em nitrogénio liquido.

A parasitemia foi determinada mediante a contagem de tripomastigotas no
sangue dos camundongos, segundo metodologia preconizada por Brener (1962).

4.2. Os animais

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados camundongos
imunodeficientes da linhagem C.B-17-Prkdc®*®/PasUnib (scid) oriundos de coldnias do
CEMIB/UNICAMP, machos e fémeas, entre oito e 12 semanas de idade, com peso
médio de 30 g e marcados por amputacao de falange por ocasiao do desmame.

Todos os procedimentos com animais obedeceram aos “Principios de Etica na
Experimentacdo Animal” do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal/Sociedade
Brasileira da Ciéncia de Animais de Laboratério (COBEA/SBCAL), de acordo com
protocolo experimental n? 1569-1 submetido & Comissdo de Etica na Experimentagio
Animal (CEEA/UNICAMP) e aprovado em 30 de Junho de 2008 (Anexo 9.3, Figura 22).

4.3. A polpa de acai

A polpa in natura de agai utilizada era proveniente do comércio local da cidade
de Belém (PA) e congelada para transporte. Assim que chegou ao laboratério foi

distribuida em aliquotas de 50mL, em camara de fluxo laminar, € mantida em freezer a
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-20°C até o momento de uso. Na data da utilizagdo, cada aliquota foi descongelada e,
guando necessario, foi submetida ao processo de autoclavagem, a 121°C durante 20

minutos, antes dos procedimentos experimentais.

4.4. Procedimentos experimentais

4.4.1. Isolamento das formas de T. cruzi presentes na polpa de acai

Para a escolha da melhor metodologia para a recuperagéao dos parasitos da polpa,
foram realizados dois procedimentos: centrifugacédo e tamisacao forgada, precedidos de

um pré-teste.

4.4.1.1. Pré-teste

Uma quantidade conhecida de parasitos (10° tripomastigotas), obtida de
camundongos CBA/JUnib infectados, foi misturada diretamente a polpa de acai e
também ao sobrenadante da polpa, previamente centrifugada a 705,69. A atividade dos
parasitos foi observada por microscopia éptica comum, em ftriplicata, com e sem
coloracao vital pelo Azul de Trypan, em intervalos regulares de 15 minutos, por um
periodo de 15 a 60 minutos, apés o contato inicial da polpa integra ou de seu
sobrenadante com os parasitos e apdés a homogeneizacao das amostras.

4.4.1.2. Teste de isolamento do parasito por centrifugacao

Foram utilizadas misturas de polpa e plasma (duas partes de polpa para cada
uma parte de plasma contaminado) distribuidas em tubos tipo eppendorf de 1,5mL e
centrifugadas a 313,6g e 1254,4g, em microcentrifuga Heraeus Biofuge, durante
intervalos de tempo compreendidos entre trés e cinco minutos.

A primeira fase do teste foi realizada apenas com a polpa ndo contaminada pelo
tripomastigota.

Etapas da primeira fase do teste:
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1. primeiramente, foi realizada uma autoclavagem da polpa de acai;

2. em seguida, foi feita a decantagdo de uma aliquota da polpa, a fim de separar
os elementos de diferentes densidades, sendo a fase superficial investigada por
microscopia Optica comum para excluir a presenca de T. cruzi,

3. essa fragao superficial foi, entdo, centrifugada sob diferentes condigdes;

Na segunda fase do teste, foram realizadas as seguintes etapas com o parasito:

4. quantificacao dos parasitos recolhidos no sobrenadante (plasma sanguineo)
pelo método de Brener (1962), ap6s a centrifugacao do sangue obtido de camundongos
previamente infectados com a cepa Y de T. cruzi, a 705,69, durante cinco minutos;

5. producao da mistura pelo depésito de uma quantidade conhecida de parasitos
(10° tripomastigotas) na polpa;

6. centrifugacdo da mistura nas condi¢des estabelecidas previamente;

7. recuperacgao e analise do sobrenadante da mistura (viabilidade e contagem).

4.4.1.3. Teste de isolamento do parasito por tamisacao forcada

A) Preparo da coluna de tamisacao

Uma segunda metodologia utilizada para o isolamento do parasito foi a
tamisacao forcada ou sob pressdo do émbolo, uma técnica de filtracado adaptada no
CEMIB/UNICAMP:

Para a sua realizagdo, foram confeccionadas colunas com seringas de 3mL
(Figura 3) e sua montagem se processou em camara de fluxo laminar, como sera
explicado a seguir:

Primeiramente, uma camada de |a de nylon estéril foi depositada na base da
coluna. Em seguida, foram adicionadas, intercaladamente, microesferas estéreis de
plastico e de metal com diametro igual a 3mm, até aproximadamente a altura de 1/3 da
coluna. Finalmente, a extremidade superior foi coberta com uma nova camada de |a de

nylon estéril (Figura 4), antes da aplicacdo de cada amostra.
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Figura 3. Coluna da tamisagao Figura 4. Detalhe da coluna
sob presséao (arquivo pessoal). com as microesferas (arquivo pessoal).

B) Aplicacdo das amostras

Para a realizagdo da técnica, foram preparadas misturas homogeneizadas de
polpa com plasma de camundongo contendo tripomastigotas, nas proporcoes 1:2; 1:3 e
1:4, posteriormente aplicadas individualmente as colunas (Figuras 5 e 6).

Durante a tamisacdo, uma pequena pressdo foi exercida sobre a mistura
empregando-se o émbolo da seringa (Figura 7) e cada fragdo resultante, denominada
eluato (o produto derivado deste processo de separacao), em principio em volumes de
no maximo 50uL, foi examinada individualmente, de maneira qualitativa, no microscépio
Optico comum.

Apébs a coleta de todas as fragdes, a coluna foi lavada com solucao de NaCl

0,15M e o eluato novamente examinado.

Figura 5. Coluna de Figura 6. Aplicagao Figura 7.0btengéo

tamisacéo e mistura das amostras do eluato
(arquivo pessoal). (arquivo pessoal). (arquivo pessoal).
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C) Avaliagdo microscopica

Procedeu-se a pesquisa de tripomastigotas por microscopia 6ptica comum.

Para tanto, um volume igual a 5uL de cada uma das fragbes do eluato
recolhido, (Figura 8), em ftriplicata, foi inspecionado para a deteccédo da presenca
das formas tripomastigotas do parasito.

As amostras foram recolhidas ap6s intervalos regulares e observadas e a
quantidade de parasitos foi determinada pelo método de Brener (1962).

Diferentes periodos de tempo foram testados, pois inicialmente ndo havia
um direcionamento dos intervalos de tempo para a sobrevivéncia do parasito na

polpa de acai.

Figura 8. Aliquota de eluato para

avaliacao microscopica (arquivo pessoal).

4.4.2. Avaliacao da interferéncia da polpa de acai na sobrevivéncia do
Trypanosoma cruzi: testes in vitro

Misturas formadas de polpa e parasito foram mantidas por até 144 horas,
seja a temperatura ambiente, a 4°C ou a -20° C e, apds sua tamisacao, o eluato
obtido de cada tratamento foi inspecionado.

Os resultados foram considerados segundo critérios de motilidade dos
parasitos, comparando-se o padrdo observado para T. cruzi proveniente de
plasma sanguineo, adotando-se intervalos regulares de observacdo por
microscopia Optica comum. Os critérios adotados para classificar a atividade dos
tripomastigotas foram: bem ativos (BA); ativos (A) e lentos (L).

Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevivéncia e

ilustrados com registros de filmagem em video.
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4.4.3. Avaliacao da influéncia da polpa de acai na viruléncia do Trypanosoma

cruzi: testes in vivo

A avaliacdo da capacidade da polpa para atuar na preservagdo da
viruléncia de tripomastigotas recuperados da mistura exigiu testes in vivo
utilizando-se modelos animais.

Os ensaios foram  realizados empregando-se  camundongos

imunodeficientes da linhagem isogénica scid.

4.4.4. Certificacao do modelo animal imunodeficiente

O animal da linhagem scid foi previamente certificado no CEMIB/UNICAMP
quanto a sua capacidade de produzir anticorpos.

Os animais scid leaky, que produziram um titulo basal de anticorpos, foram
descartados. Foram selecionados os que apresentaram nivel de imunoglobulina
sérica inferior a 2,5uL/mL, dosado pelo método Immunoblot (GORDON et al.,
1991).

Em funcdo deles, os casais foram formados, os animais mantidos em
unidade isoladora de pressao positiva (PASSOS & ALVES, 1996) e a progénie
utilizada neste projeto.

4.4.5. Manutencao dos animais

A integridade sanitaria e genética dos camundongos scid foi preservada por
meio de sua manutencdo em condicées controladas, utilizando-se unidades
isoladoras flexiveis e em mini-isoladores dentro de racks ventiladas ALESCO®,
instaladas dentro da area experimental (Figura 9).

Os animais receberam racdao autoclavada Nuvital® e agua ad libitum,
mantidos em salas a 22°C (£2), com periodos de luz de 12-14 horas/24 horas
(SANTOS, 2002) e umidade relativa (UR) entre 45 e 75%, de acordo com o0s
padroes internacionais (MERUSSE & LAPICHIK, 1996).
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Apo6s a infeccdo experimental, todos os animais foram mantidos com a
maxima indicacdo de biosseguranca na area experimental e manipulados apenas
por técnico qualificado.

Os animais mortos e infectados foram separados em sacos plasticos
vedados e incinerados (ARAUJO-JORGE & PIRMEZ, 2000).

Figura 9. Sala de alojamento dos animais com a rack ventilada e a

estacdo de troca de mini-isoladores (arquivo pessoal).

4.4.6. Tratamento da polpa de acai

Os ensaios para avaliacao da interferéncia da polpa na viruléncia do
parasito foram conduzidos utilizando polpa previamente submetida a
autoclavagem e também polpa in natura.

Fundamentalmente, os mesmos procedimentos foram utilizados nos dois
grupos, exceto pela adogdo de um esquema prévio de tratamento com antibiético
nos animais que receberam a polpa in natura.

4.4.7. Tratamento dos animais para os ensaios com a polpa de acai in natura
A protecdo dos camundongos foi alcangada por meio de antibioticoterapia
com Cefalexina 500mg. Cada animal recebeu a dose de 1,75mg de antibibtico/dia,

administrada pela via intraperitonial (i.p.), por gavagem e pela via oral, diretamente
na agua do bebedouro.
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4.4.7.1. Administracao do antibiético pela via intraperitonial

A solugdo usada para a injegao i.p. foi obtida do sobrenadante, apds a
diluicdo das capsulas de antibidético em agua milli-Q, centrifugada a 1960g, por
cinco minutos, para a remocgao do talco e substancias diferentes do principio ativo.

Os animais receberam a dose de 1,75mg/dia, dois dias antes da infeccao

comos T. cruzi.

4.4.7.2. Administracao do antibiético por gavagem

A dose de antibittico foi administrada no dia seguinte a administracao via
i.p., ou seja, um dia antes da infecgdo com os T. cruzi. De igual maneira, foi
utilizado o sobrenadante obtido na centrifugacao apés a diluicao das capsulas e os
animais foram monitorados por 3 a 4 horas para avaliacao do sucesso da técnica

de gavagem.

4.4.7.3. Administracao do antibiético na agua do bebedouro

No esquema de cobertura adotado, imediatamente apds a infeccao com os
tripomastigotas, foi administrado o antibiético na agua do bebedouro e o
tratamento foi realizado no periodo de sete dias consecutivos.

Conforme descrito, as capsulas foram diluidas, centrifugadas e ajustadas
para a concentragdo de 1,75mg-animal/dia, considerando o peso médio de cada
animal (30g), a ingestdo média de agua de 15mL/100g de peso-animal/dia para
camundongos (MEZADRI et al., 2004) e o volume do bebedouro (200mL).

4.4.8. Avaliacao da viabilidade e do poder de infeccao do T. cruzi

A avaliacdo da viabilidade do T. cruzi foi analisada em camundongos
imunodeficientes isogénicos scid mediante a infeccao experimental pela polpa de
acai contaminada com formas tripomastigotas metaciclicas do parasito e a
observacao durante a fase aguda da doenca de Chagas.

32



O poder de infec¢ao do T. cruzi foi analisado por meio da administracao dos
in6culos em grupos de camundongos relacionados a cada tipo de tratamento
térmico testado e por meio de trés diferentes vias de inoculagéo (infecg¢éo via i.p.,

gavagem e oral) (Figuras 10, 11 e 12).

Figura 10. Infecgéo i.p. Figura 11. Infec¢do por gavagem Figura 12. Infecgéo oral

(arquivo pessoal). (arquivo pessoal). (arquivo pessoal).

4.4.8.1. Verificacao da parasitemia e da mortalidade

O numero de parasitos circulantes na infecgdo aguda foi determinado pela
contagem de tripomastigotas presentes em amostras de 5uL de sangue, por meio
de pequena seccao da ponta da cauda dos camundongos, segundo metodologia
preconizada por Brener (1962), durante cinco dias consecutivos, a se iniciar a
partir da data da constatacao da infec¢éo experimental.

Todos os animais foram observados por um periodo minimo de 40 dias e a
mortalidade foi registrada diariamente.

4.4.9. As amostras
Todos os procedimentos, desde a coleta dos parasitos até as infecgdes
experimentais, foram realizados em camara de fluxo laminar.

A composi¢ao das amostras utilizadas nos ensaios in vitro e in vivo é

descrita a seguir:

33



4.4.9.1. Controle negativo

Aliquotas contendo somente polpa in natura de acai foram homogeneizadas
manualmente e em seguida, submetidas a temperatura de refrigeracao (4°C) ou
ao processo de congelamento em freezer (-20°C) ou ainda, mantidas a
temperatura ambiente por periodos de até 144 horas.

Ap6s o tratamento térmico, quando necessario, as misturas foram
descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas manualmente; e seu
volume total utilizado para a infeccdo experimental pela via oral. Dada a
necessidade, apdés o descongelamento e a homogeneizacdo manual, outras
amostras passaram pelo processo de tamisacdo forcada e o eluato obtido foi

inoculado pelas vias intraperitonial ou por gavagem.

4.4.9.2. Controle positivo

Fracdes de plasma contaminado com 10° tripomastigotas com a cepa Y de
T. cruzi, obtido de animais CBA/JUnib, foram homogeneizadas manualmente e
observadas por microscopia éptica comum, em ftriplicata, segundo o método de
Brener (1962). As formas tripomastigotas foram classificadas de acordo com os
critérios de motilidade preestabelecidos, para confirmagdo da sua viabilidade em
relacdo aos periodos de incubacdo e tratamento térmico ao quais seriam
submetidas.

Posteriormente, diferentes amostras do plasma contaminado foram
mantidas a temperatura ambiente ou a temperatura de refrigeracéo (4°C) ou ainda,
submetidas ao processo de congelamento em freezer (-20°C) por periodos de até
144 horas.

Logo em seguida, as aliquotas foram descongeladas a temperatura
ambiente, quando necessario, e apés nova homogeneizagdo manual, as laminas
preparadas foram examinadas, em triplicata, seguindo a metodologia anteriormente
descrita. As formas tripomastigotas foram quantificadas e classificadas de acordo
com critérios de motilidade preestabelecidos (bem ativo, ativo ou lento), para a
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avaliacao da sobrevivéncia do parasito, dados o periodo de incubacao e tratamento
térmico aos quais foram submetidas.

Finalmente, o volume total restante de plasma mantido por diferentes
periodos de incubacao (por até 144 horas), foi individualmente utilizado para a
infeccdo experimental, obedecendo a via de administracdo de cada grupo
experimental, de modo a permitir a avaliacdo da viruléncia e do poder de infeccao

do parasito.

4.4.9.3. Grupos teste: eluato

Os grupos teste foram constituidos pelas misturas compostas de polpa de
acai e de formas tripomastigotas, respectivamente, na proporcao 1:3.

Trés partes de plasma contaminado com 10° tripomastigotas da cepa Y de
T. cruzi, obtido de animais CBA/JUnib, foram homogeneizadas manualmente e
analisadas por microscopia éptica comum, em triplicata, segundo o método de
Brener (1962) para determinar a quantidade de parasitos existentes na mistura a ser
formada com a polpa.

Em seguida, uma parte de polpa de acai foi adicionada a cada aliquota de
plasma. As misturas formadas foram devidamente homogeneizadas manualmente e
mantidas a temperatura ambiente ou submetidas a temperatura de refrigeracéo
(4°C) ou ainda, ao processo de congelamento em freezer (-20°C) por periodos de
até 144 horas.

Apés o tratamento térmico, as misturas foram descongeladas a temperatura
ambiente, quando necessario, e em seguida a nova homogeneizacao manual, foi
realizado o processo de tamisacao forcada.

O produto obtido da tamisacdo foi homogeneizado manualmente e a
inspecao direta das formas tripomastigotas foi determinada quantitativamente, de
acordo com os critérios de motilidade preestabelecidos, em triplicata, com 5uL cada,
em laminas examinadas por microscopia éptica comum, seguindo a metodologia
proposta por Brener (1962), para a avaliagdo da sobrevivéncia do parasito, dadas
as condicdes de tratamento.
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Logo em seguida, foram feitas duas lavagens sucessivas para cada coluna
de tamisacao com solu¢cdo de NaCl 0,15M. O conteudo juntou-se ao eluato ja
recolhido e, finalmente, apés nova homogeneizacdo manual, o volume total foi
utilizado na infeccao experimental, obedecendo a via de administracdo de cada
grupo experimental.

4.4.9.4. Grupos teste: mistura

O tratamento dado ao grupo teste mistura foi semelhante ao procedimento
adotado para o grupo teste eluato. As amostras que continham a mistura total ndo
passaram pelo processo de tamisacao forcada e foram administradas aos animais

apenas pela via oral.

4.4.10. Os grupos experimentais

Inicialmente, foi utilizado um ndmero reduzido de animais distribuidos em
grupos experimentais variados, classificados de acordo com a esterilizagao ou nao
da polpa, com o periodo de incubacédo e com o tratamento térmico adotado para
as misturas.

A escolha das metodologias mais adequadas e a padronizacdo das
técnicas, logo apods a realizacdo dos experimentos preliminares, permitiram a
definicdo de grupos experimentais conforme indicado abaixo (Tabelas 1, 2 e 3),
para a realizacdo do tratamento estatistico dos dados obtidos e da andlise da
evolucdo da parasitemia, reagrupados de acordo a via de administracdo e
temperatura de incubagao (Anexo 9.1).
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Tabela 1. Formacao do grupo experimental utilizando polpa in natura, com a
mistura mantida por 24 horas a temperatura ambiente, demonstrando as variaveis

e 0 niUmero de animais.

Condigéo Tempo e Volume Via de Numero de
dapolpa temperatura do Inéculo  administracao animais
de acai  deincubacao inéculo/ Macho Fémea

da mistura animal

Controle i.p. 1 1
Negativo Gavagem 1 1
(Eluato) Oral 1 1
Controle i.p. 1 1
24 h Positivo Gavagem 1 1
In natura  Temperatura 100 uL Oral 1 1
ambiente Grupo i.p. 5 5
Teste Gavagem 5 5
(Eluato) Oral 5 5
Grupo

Teste Oral 5 5

(Mistura)
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Tabela 2. Formacao do grupo experimental utilizando polpa in natura, com a

mistura mantida por 24 horas a 4°C, demonstrando as variaveis e o numero de

animais.
Condigéo Tempo e Volume Via de Numero de
da polpa temperatura do Inéculo  administracao animais
de acai  deincubacao inéculo/ Macho Fémea
da mistura animal
Controle i.p. 1 1
Negativo Gavagem 1 1
(Eluato) Oral 1 1
Controle i.p. 1 1
24 h Positivo Gavagem 1 1
In natura 4°C 100 puL Oral 1 1
Grupo i.p. 5 5
Teste Gavagem 5 5
(Eluato) Oral 5 5
Grupo
Teste Oral 5 5
(Mistura)
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Tabela 3. Formacao do grupo experimental utilizando polpa in natura, com a

mistura mantida por 24 horas a -20°C, demonstrando as variaveis e 0 numero de

animais.
Condigéo Tempo e Volume Via de Numero de
da polpa temperatura do Inéculo  administracao animais
de acai  deincubacao inéculo/ Macho Fémea
da mistura animal
Controle i.p. 1 1
Negativo Gavagem 1 1
(Eluato) Oral 1 1
Controle i.p. 1 1
24 h Positivo Gavagem 1 1
In natura -20°C 100 puL Oral 1 1
Grupo i.p. 5 5
Teste Gavagem 5 5
(Eluato) Oral 5 5
Grupo
Teste Oral 5 5
(Mistura)

4.5. Analise estatistica

Os resultados da andlise de sobrevivéncia do Trypanosoma cruzi foram
expressos em porcentagem de sobrevivéncia, em relacdo a motilidade e ao tempo
de exposicao na polpa de acai.

Para os testes da viruléncia do parasito, os valores foram submetidos a
analises de média e desvio padrdao considerando a constatacdo da infeccao
experimental e a data da mortalidade dos animais, expressa em dias apds a
infeccdo (d.a.i.).
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A analise estatistica dos grupos experimentais foi realizada pelo software
Statistical Analysis System (SAS) para Windows (2007), utilizando ANOVA quatro
fatores para o teste de Comparacdes Mdltiplas a posteriori de Duncan, com 99%

de confiancga.
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5. RESULTADOS

41



Seguem os resultados obtidos durante os ensaios in vivo e in vitro
envolvendo a polpa de acgai contaminada por T. cruzi, mantidos por diferentes
periodos de incubacao e submetidos a diferentes tratamentos térmicos.

5.1. Pré-teste

Por um lado, o depésito de 10° formas de tripomastigotas diretamente na
polpa de acai ndo permitiu a visualizagdo dos parasitos durante a inspecao
microscépica, com e sem coloracao vital pelo Azul de Trypan.

Por outro lado, a utilizacdo do sobrenadante da polpa de acai permitiu a
visualizagdo dos parasitos com sua motilidade caracteristica. A observacdo de
100% das formas tripomastigotas bem ativas indicou que o contato com a polpa
nao promoveu a morte imediata do parasito, tampouco nos 15, 30, 45 e 60

minutos seguintes.

5. 2. Testes de isolamento das formas de T. cruzi na polpa de acai

Os resultados foram analisados de maneira qualitativa, visando avaliar a
eficiéncia do método no isolamento das formas de T. cruzi da polpa agai.

5. 2. 1. Método de centrifugacao

Apoés a centrifugagéo, foi possivel a observagdo dos parasitos em ensaios
com volumes reduzidos da mistura, porém o rendimento dessa técnica foi muito
baixo e, por isso, a metodologia em questdo ndo se mostrou eficiente no
isolamento dos parasitos.

5. 2. 2. Método da tamisacao forcada

O método que se mostrou adequado ao isolamento de tripomastigotas
presentes na mistura foi a tamisacéo forgcada. Os resultados demonstraram que a
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pequena pressao exercida sobre a mistura facilitou a separacao das fases soélida e
liguida da polpa. Paralelamente, a técnica proporcionou a livre passagem dos
parasitos ao longo da coluna e permitiu que eles fossem obtidos em sua totalidade

junto na fase liquida, por meio da coleta do eluato.

5.3. Avaliacao da interferéncia da polpa de acai na sobrevivéncia do T. cruzi:

testes in vitro

A avaliacdo da interferéncia da polpa de acgai na sobrevivéncia do T. cruzi
foi realizada por meio de testes in vitro, utilizando polpa de acai autoclavada e in
natura, mantida por diferentes periodos de incubacao e tratamentos térmicos.

5.3.1. Sobrevivéncia do T. cruzi em polpa de acai autoclavada e mantida a

temperatura ambiente:

A mistura de polpa de acai e plasma com T. cruzi (1:3) contendo 10°
tripomastigotas foi mantida a temperatura ambiente por 6, 18, 24, 42 e 48 horas
para a observagao de parasitos em movimento.

Apés a tamisacdo forcada da mistura, os eluatos foram analisados por
microscopia 6ptica comum segundo os critérios de motilidade adotados. Apos 6
horas de incubacdo, 100% dos tripomastigotas estavam bem ativos; apos 18
horas, 70,0% estavam bem ativos e 30,0% ativos; apds 24 horas, 60,0% estavam
ativos e 40,0% lentos; ap6s 42 horas foram encontrados 33,3% ativos e 66,7%

lentos e ap6s 48 horas, 100% lentos (Tabela 4).
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Tabela 4. Sobrevivéncia da cepa Y do T. cruzi na mistura com polpa de acai
autoclavada e contaminada com 10° tripomastigotas na proporgéo 1:3, observada no
tempo inicial e ap6s um periodo de incubacao de até 48 horas, mantida a temperatura

ambiente.

Grupo Teste (Eluato)
Motilidade 6 h 18h 24h 42h 48h
(%) ()  (R) () (%)

Bem Ativo (BA) 100 700 0 0 0
Ativo (A) 0 300 600 333 0
Lento (L) 0 0 40,0 66,7 100

5.3.2. Sobrevivéncia do T. cruzi em polpa in natura de acai e mantida a 4°C

A sobrevivéncia de formas tripomastigotas na polpa de acai mantida a 4°C
foi observada por periodos de 7, 24, 30, 48 e 144 horas.

Foi utilizada a mesma proporcdo da mistura (1:3) com 10° tripomastigotas e
apds 7 horas, os eluatos obtidos apresentaram 100% de tripomastigotas bem
ativos; apds 24 horas, 50,0% bem ativos, 42,0% ativos e 8,0% lentos; apds 30
horas, 40,0% bem ativos e 60,0% ativos; apdés 48 horas, 54,5% bem ativos e
45,5% ativos e apds 144 horas, 100% ativos (Tabela 5).

Tabela 5. Sobrevivéncia da cepa Y do T. cruzi na mistura com polpa de acgai in natura
e contaminada com 10° tripomastigotas na proporcao 1:3, observada no tempo inicial
e apos um periodo de incubacéao de até 144 horas, mantida a 4°C.

Grupo Teste (Eluato)
Motilidade 7h 24h 30h 48h 144h
(%) (%) (%) (%) (%)
Bem Ativo (BA) 100 50,0 40,0 545 0
Ativo (A) 0 420 60,0 455 100
Lento (L) 0 8,0 0 0 0

5.3.3. Sobrevivéncia do T. cruzi em polpa in natura de acai e mantida a -20°C

Considerando o periodo de incubacdo de até 26 horas, ndo foram
encontrados parasitos no eluato das misturas descongeladas.
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5.4. Avaliacao da interferéncia da polpa de acai na viruléncia do T. cruzi:

testes in vivo

A influéncia do contato com a polpa de acgai sobre a integridade, viabilidade

e viruléncia do T. cruzi foi analisada por meio de experimentos in vivo.

5.4.1. Mistura produzida com a polpa de acai autoclavada e mantida a

temperatura ambiente

O T. cruzi misturado a polpa de acai autoclavada e mantida a temperatura
ambiente preservou sua viruléncia, em 100% dos animais scid, por até 7 horas.
Nos controles negativos, ndo houve constatacao de DCA e morte. Apds 3 horas,
no controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, em dias
apds a infeccdo, respectivamente, 4,0+1,0 e 11,0£1,0 (i.p.); 7,02,0 e 14,0+3,0
(gavagem) e 9,0+2,0 e 15,0£2,0 (oral). Os animais do grupo teste que receberam
o eluato da tamisacdao apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 7,0£1,0 e 13,0+0,0 (i.p.); 9,0+£0,0 e 16,0+£0,0 (gavagem)
e 12,02,0 e 18,0+2,0 (oral). Apdés 5 horas, no controle positivo, o0 inicio da
parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente, 7,0£1,0 e 15,0£2,0
(i.p.); 9,0+1,0 e 17,0+2,0 (gavagem) e 13,0+1,0 e 19,0+3,0 (oral). Os animais do
grupo teste que receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de
parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 8,0+0,0 e 17,0+1,0 (i.p.); 11,0£0,0
e 20,0£1,0 (gavagem) e 12,0£1,0 e 20,0+1,0 (oral). Apds 7 horas, no controle
positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente,
7,0x2,0 e 18,0£3,0 (i.p.); 10,0£2,0 e 20,0+£0,0 (gavagem) e 12,0+2,0 e 21,0+1,0
(oral). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da tamisacao
apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 8,0£1,0 e
19,0+2,0 (i.p.); 12,0+0,0 e 22,0+£1,0 (gavagem) e 14,0+2,0 e 23,0+2,0 (oral). Ja os
animais do grupo teste que receberam a mistura total pela via oral apresentaram
inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 14,0+1,0 e 23,0%1,0
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(Tabela 6), sendo observado um retardo na parasitemia da infeccdo oral em

relagdo as demais vias de administracao.

Tabela 6. Resultados da constatacdo da infeccdo pelo tempo de inicio da

parasitemia e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias

de inoculacdo com polpa de agai autoclavada e contaminada com 10°

tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, mantida por 3, 5 e 7 horas

a temperatura ambiente.

Periodo de N°infectados/ % de  Constatacdo Mortalidade
Incubagéo In6culo Via N°inoculados infeccdo  da DCA* (d.a.i.)
(h) (d.a.i.)**
Controle .p. 0/1 0 Negativo 0
Negativo Gavagem 0/1 0 Negativo 0
(Eluato) Oral 0/1 0 Negativo 0
Controle .p. 2/2 100 4,0£1,0 11,0+1,0
3 Positivo  Gavagem 2/2 100 7,0£2,0 14,0£3,0
Oral 2/2 100 9,0+2,0 15,0+2,0
Grupo i.p. 2/2 100 7,0+1,0 13,0+0,0
Teste Gavagem 2/2 100 9,0+0,0 16,0+0,0
(Eluato) Oral 2/2 100 12,0+2,0 18,0+2,0
Controle i.p. 0/1 0 Negativo 0
Negativo Gavagem 0/1 0 Negativo 0
(Eluato) Oral 0/1 0 Negativo 0
Controle .p. 2/2 100 7,0+£1,0 15,0£2,0
5 Positivo  Gavagem 2/2 100 9,0%1,0 17,0£2,0
Oral 2/2 100 13,0+1,0 19,0+3,0
Grupo i.p. 2/2 100 8,0+0,0 17,0+1,0
Teste  Gavagem 2/2 100 11,010,0 20,0%1,0
(Eluato) Oral 2/2 100 12,0+1,0 20,0+1,0
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[Continuacao Tabela 6]

Controle i.p. 0/1 0 Negativo 0
Negativo Gavagem 0/1 0 Negativo 0
(Eluato) Oral 0/1 0 Negativo 0
Controle i.p. 2/2 100 7,0£2,0 18,0+3,0
Positivo  Gavagem 2/2 100 10,0£2,0 20,0+0,0
Oral 2/2 100 12,0£2,0 21,0+1,0
7 Grupo i.p. 2/2 100 8,0+1,0 19,0+2,0
Teste  Gavagem 2/2 100 12,010,0 22,0£1,0
(Eluato) Oral 2/2 100 14,0+2,0 23,0+2,0
Grupo
Teste Oral 2/2 100 14,0+1,0 23,0£1,0
(Mistura)

* DCA: doenca de Chagas aguda
** d.a.i.: dias apoés infeccao

5.4.2. Tratamento combinado: mistura produzida com a polpa in natura de

acai e mantida a temperatura ambiente e a 4°C

Um grupo de animais recebeu tratamento combinado em que a mistura

permaneceu por 48 horas a temperatura ambiente e depois foi mantida por 72

horas a 4°C, em geladeira.

No controle negativo, ndo houve constatagcdo de DCA e morte. No controle

positivo, a viruléncia foi preservada em 100% dos animais. O inicio da parasitemia

e a morte foram, respectivamente, 7,0+0,0 e 16,0+0,0 (i.p.). No grupo teste, a

viruléncia foi preservada em 50,0% dos animais. O inicio da parasitemia e morte

foram, respectivamente, nos dias 16,0+2,0 e 22,0+£1,0 (i.p.) (Tabela 7).
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Tabela 7. Resultados da constatacdo da infeccdo pelo tempo de inicio da
parasitemia e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias
de inoculagdo com polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas
da cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, utilizando-se tratamento térmico
combinado, mantida a temperatura ambiente por 48 horas e posteriormente por 72
horas a 4°C.

N°infectados / % de Constatacdo Mortalidade

In6culo Via N°inoculados infeccao da DCA* (d.a.i.)
(d.a.i.)**

Controle
Negativo i.p. 0/2 0 Negativo 0
(Eluato)
Controle i.p. 2/2 100 7,0+0,0 16,0+0,0
Positivo

Grupo

Teste i.p. 2/4 50 16,0+2,0 22,0+1,0
(Eluato)

* DCA: doenca de Chagas aguda

** d.a.i.: dias apos infeccao

5.4.3. Mistura produzida com a polpa in natura de acai e mantida a 4°C

Além das andlises in vivo com a polpa autoclavada, foram realizados testes
com a polpa in natura contaminada com o T. cruzi por até 144 horas.

T. cruzi misturado a polpa de acai in natura e mantida a 4°C preservou sua
viruléncia, em 100% dos animais scid, por até 144 horas. Nos controles negativos,
nao houve constatacdo de DCA e morte. Apds 3 horas, no controle positivo, o
inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente, 7,0+2,0 e
17,0+1,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da tamisacao

apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 8,0£2,0 e

48



17,0£2,0 (i.p.). Apbs 7 horas, no controle positivo, o0 inicio da parasitemia e a
morte dos animais foram, respectivamente, 8,0+2,0 e 18,0£1,0 (i.p.). Os animais
do grupo teste que receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de
parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 11,0£1,0 e 19,0+£2,0 (i.p.). Apos 24
horas, no controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram,
respectivamente, 10,0£2,0 e 19,0+3,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que
receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 11,0+£3,0 e 20,0+£2,0 (i.p.). Ap6s 30 horas, no controle
positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente,
10,0+2,0 e 19,0£2,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da
tamisagédo apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias
10,0+£3,0 e 18,0+1,0 (i.p.). Apdés 48 horas, no controle positivo, o inicio da
parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente, 10,0£1,0 e 19,0+1,0
(i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da tamisacao
apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 10,0+2,0 e
18,0+1,0 (i.p.). Ap6s 94 horas, no controle positivo, o inicio da parasitemia e a
morte dos animais foram, respectivamente, 10,0+2,0 e 19,0+1,0 (i.p.). Os animais
do grupo teste que receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de
parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 11,0+3,0 e 21,0+2,0 (i.p.). Apds
144 horas, no controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais
foram, respectivamente, 10,0+1,0 e 18,0+3,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que
receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de parasitemia e morte,

respectivamente, nos dias 9,0£3,0 e 19,0+£2,0 (i.p.) (Tabela 8).

49



Tabela 8. Resultados da constatacdo da infeccdo pelo tempo de inicio da
parasitemia e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias
de inoculagdo com polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas
da cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, mantida por 3, 7, 24, 30, 48, 94 e 144
horas a 4°C.

Periodo de N°¢infectados/ % de  Constatacdo Mortalidade
Incubagéao In6culo Via N¢inoculados infecgao da DCA* (d.a.i.)
(h) (d.a.i.)**
Controle
Negativo i.p. 0/2 0 Negativo 0
(Eluato)
Controle i.p. 2/2 100 7,02,0 17,0£1,0
3 Positivo
Grupo
Teste i.p. 4/4 100 8,0+2,0 17,0£2,0
(Eluato)
Controle
Negativo i.p. 0/2 0 Negativo 0
(Eluato)
Controle i.p. 4/4 100 8,0£2,0 18,0+1,0
7 Positivo
Grupo
Teste i.p. 4/4 100 11,0£1,0 19,0£2,0
(Eluato)
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[Continuacao Tabela 8]

Controle
Negativo i.p. 0/2 0 Negativo 0
(Eluato)

Controle i.p. 4/4 100 10,0£2,0 19,0+3,0
24 Positivo

Grupo
Teste i.p. 4/4 100 11,0+3,0 20,0+2,0
(Eluato)

Controle
Negativo i.p. 0/2 0 Negativo 0
(Eluato)

Controle i.p. 4/4 100 10,0£2,0 19,0+2,0
30 Positivo

Grupo
Teste i.p. 4/4 100 10,0+3,0 18,0+1,0
(Eluato)

Controle
Negativo i.p. 0/2 0 Negativo 0
(Eluato)

Controle i.p. 2/2 100 10,0+1,0 19,0+1,0
48 Positivo

Grupo
Teste i.p. 4/4 100 10,0+2,0 18,0+1,0
(Eluato)
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[Continuacao Tabela 8]

Controle
Negativo
(Eluato)

0/2

Negativo

Controle
94 Positivo

474

100

10,0+2,0

19,0+1,0

Grupo
Teste
(Eluato)

4/4

100

11,0£3,0

21,0+£2,0

Controle
Negativo
(Eluato)

0/2

Negativo

Controle
144 Positivo

474

100

10,0+1,0

18,0+3,0

Grupo
Teste
(Eluato)

4/4

100

9,0£3,0

19,0+2,0

* DCA: doenca de Chagas aguda
** d.a.i.: dias apoés infeccao

5.4.4. Mistura produzida com a polpa autoclavada e polpa in natura de acai

mantidas a -20°C

Foram realizados, ainda, testes com polpa autoclavada e polpa in natura,

contaminadas com o T. cruzi e submetidas ao processo de congelamento (-20°C)

por 26 horas.

O T. cruzi misturado a polpa de acai autoclavada e mantida a -20°C

preservou sua viruléncia, em 100% dos animais scid, por até 7 horas (i.p.). Nos

controles negativos, ndao houve constatacdo de DCA e morte. Ap6s 4 horas, no

controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram,

respectivamente, 9,0+0,0 e 22,0+0,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que
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receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 7,0£1,0 e 16,0+1,0 (i.p.). Ap6s 5 horas, no controle
positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente,
8,0+0,0 e 17,0+0,0 (i.p.) e 11,0£2,0 e 20,0£3,0 (gavagem). Os animais do grupo
teste que receberam o eluato da tamisagédo apresentaram inicio de parasitemia e
morte, respectivamente, nos dias 10,0+£3,0 e 17,0+2,0 (i.p.). Apdés 7 horas de
congelamento, a viruléncia do T. cruzi foi preservada em 50% dos animais
(gavagem). No controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais
foram, respectivamente, 7,0+0,0 e 15,0£0,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que
receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 11,0x1,0 e 19,0£1,0 (i.p.) e 11,0£1,0 e 19,0£2,0
(gavagem). Apo6s 14 horas de congelamento, a viruléncia do T. cruzi foi
preservada em 75% do controle positivo e em 25% do grupo teste (i.p.). No
controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram,
respectivamente, 10,0£2,0 e 18,0+3,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que
receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 12,0+0,0 e 20,0+0,0 (i.p.) (Tabela 9).

O T. cruzi misturado a polpa in natura de acai e mantida a -20°C preservou
sua viruléncia, em 100% dos animais scid, por até 7 horas (i.p.). Nos controles
negativos, ndo houve constatacdo de DCA e morte. Ap6s 3 horas, no controle
positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente,
6,0£0,0 e 15,0+0,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da
tamisagédo apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias
8,0+1,0 e 18,0£2,0 (i.p.) e 11,0£2,0 e 21,0+3,0 (oral). Apds 5 horas, no controle
positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente,
8,0£1,0 e 15,0+2,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da
tamisagédo apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias
8,0+1,0 e 18,0+1,0 (i.p.). Apbs 7 horas de congelamento, no controle positivo, 0
inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente, 6,0+1,0 e
18,020,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da tamisacao

apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 8,0+0,0 e

53



18,0+0,0 (i.p.). Ap6s 14 horas de congelamento, a viruléncia do T. cruzi foi
preservada em 50% do controle positivo e do grupo teste (i.p.). No controle
positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente,
7,0£0,0 e 19,0+0,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da
tamisagao apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias
8,0+0,0 e 19,0+0,0 (i.p.). Apds 21 horas de congelamento, a viruléncia do T. cruzi
também foi preservada em 50% do controle positivo e do grupo teste (i.p.). No
controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram,
respectivamente, 9,0+0,0 e 19,0+0,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que
receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 15,0+0,0 e 24,0+0,0 (i.p.). Apdés 24 horas de
congelamento, a viruléncia do T. cruzi foi preservada em 100% do controle
positivo e em 50% do grupo teste (i.p.). No controle positivo, o inicio da
parasitemia e a morte dos animais foram, respectivamente, 11,0£1,0 e 20,0+1,0
(i.p.). Os animais do grupo teste que receberam o eluato da tamisacao
apresentaram inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 13,0+0,0 e
24,0+0,0 (i.p.). Apo6s 26 horas de congelamento, a viruléncia do T. cruzi também
foi preservada em 100% do controle positivo e em 50% do grupo teste (i.p.). No
controle positivo, o inicio da parasitemia e a morte dos animais foram,
respectivamente, 10,0£1,0 e 18,0x2,0 (i.p.). Os animais do grupo teste que
receberam o eluato da tamisacao apresentaram inicio de parasitemia e morte,

respectivamente, nos dias 11,0+0,0 e 21,0+0,0 (i.p.) (Tabela 10).
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Tabela 9. Resultados da constatagdo da infeccao pelo tempo de inicio da parasitemia

e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias de inoculacao

com polpa de agai autoclavada e contaminada com 10° tripomastigotas da cepa Y do
T. cruzi na proporcao 1:4, mantida durante 4, 5, 7 e 14 horas a -20°C.

Periodo de N<infectados/ % de Constatacdo Mortalidade
Incubagéo In6culo Via N°inoculados infeccao da DCA* (d.a.i.)
(h) (d.a.i.)**
Controle
Negativo i.p. 0/1 0 Negativo 0
(Eluato)
Controle i.p. 4/4 100 9,0+0,0 22,0+0,0
4 Positivo
Grupo
Teste i.p. 4/4 100 7,0+1,0 16,0+1,0
(Eluato)
Controle i.p. 0/1 0 Negativo 0
Negativo = Gavagem 0/1 Negativo
(Eluato)
Controle i.p. 4/4 100 8,0+0,0 17,0+0,0
5 Positivo  Gavagem 4/4 100 11,0+2,0 20,0£3,0
Grupo
Teste i.p. 4/4 100 10,0+3,0 17,020
(Eluato)
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[Continuacao Tabela 9]

Controle i.p. 0/1 Negativo

Negativo Gavagem 0/1 Negativo

(Eluato)

Controle i.p. 4/4 100 7,0£0,0 15,010,0
7 Positivo

Grupo i.p 4/4 100 11,0+1,0  19,0+1,0

Teste Gavagem 2/4 50 11,0£1,0 19,0+£2,0

(Eluato)

Controle

Negativo i.p. 0/1 0 Negativo 0

(Eluato)

Controle i.p. 3/4 75 10,0£2,0 18,0+3,0
14 Positivo

Grupo

Teste i.p. 1/4 25 12,0+0,0 20,0+0,0

(Eluato)

* DCA: doenca de Chagas aguda

** d.a.i.: dias apos infeccao
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Tabela 10. Resultados da constatacdo da infeccao pelo tempo de inicio da

parasitemia e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias de

inoculacdo com polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas da

cepa Y do T. cruzi na propor¢ao 1:3, mantida durante 3, 5, 7, 14, 21, 24 e 26 horas a

-20°C.
Periodo de N<infectados / % de Constatacdo Mortalidade
Incubagéo In6culo Via N°inoculados infeccdo da DCA* (d.a.i.)
(h) (d.a.i.)**
Controle i.p. 0/1 0 Negativo 0
Negativo Oral 0/1 Negativo
(Eluato)
3 Controle i.p. 2/2 100 6,0+0,0 15,0+0,0
Positivo
Grupo Teste i.p 2/2 100 8,0x1,0 18,0+2,0
(Eluato) Oral 2/2 100 11,020 21,0£3,0
Controle
Negativo i.p. 0/1 0 Negativo 0
(Eluato)
Controle i.p. 2/2 100 8,0%1,0 15,0+2,0
5 Positivo
Grupo Teste
(Eluato) i.p 2/2 100 8,0+1,0 18,0+1,0
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[Continuacao Tabela 10]

Controle
Negativo
(Eluato)

i.p.

0/1

Negativo

Controle

7 Positivo

2/2

100

6,0+1,0

18,0+0,0

Grupo Teste
(Eluato)

2/2

100

8,0+0,0

18,0+0,0

Controle
Negativo
(Eluato)

0/1

Negativo

Controle

14 Positivo

1/2

50

7,0+0,0

19,0+0,0

Grupo Teste
(Eluato)

1/2

50

8,0+0,0

19,0+0,0

Controle
Negativo
(Eluato)

0/1

Negativo

Controle

21 Positivo

1/2

50

9,0+0,0

19,0+0,0

Grupo Teste
(Eluato)

1/2

50

15,0+0,0

24,0+0,0
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[Continuacao Tabela 10]

Controle
Negativo
(Eluato)

i.p.

0/1

Negativo

Controle
24 Positivo

2/2

100

11,0+1,0

20,0+1,0

Grupo
Teste
(Eluato)

1/2

50

13,0+0,0

24,0+0,0

Controle
Negativo
(Eluato)

0/1

Negativo

Controle
26 Positivo

2/2

100

10,0+1,0

18,0+2,0

Grupo
Teste
(Eluato)

i.p.

1/2

50

11,0+0,0

21,0+0,0

* DCA: doenca de Chagas aguda
** d.a.i.: dias apoés infeccao

5.4.5. Grupos experimentais: misturas produzidas com a polpa in natura de

acai contaminada e mantidas por 24 horas sob diferentes tratamentos

térmicos

Os experimentos preliminares utilizaram um pequeno numero de animais

por grupo, com o objetivo de definir as metodologias mais adequadas, a

padronizacao das técnicas, bem como os tratamentos térmicos e os periodos de

incubagédo a que o parasito seria submetido na polpa de acai. Apos a definicao

das estratégias, foram formados os grupos experimentais para permitir o

tratamento estatistico.
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Na analise da preservagéo da viruléncia dos T. cruzi misturados a polpa de
acai in natura e mantidos por 24 horas, houve diferenca significativa (p<0,0001)
em relacdo as vias de administracdo testadas, com retardo maior registrado no
inicio da parasitemia da infeccéo oral, independente do tratamento térmico ou do
periodo de incubacao da mistura contaminada.

Os resultados da andlise da sobrevivéncia demonstraram que 100% de
formas tripomastigotas permaneceram bem ativas nos controles positivos e nos
grupos teste (eluato e mistura) durante o periodo inicial de incubacao das misturas
a temperatura ambiente, a 4°C e -20°C. Ja no controle positivo, apds 24 horas de
incubacao a temperatura ambiente, foram encontrados 87,3% tripomastigotas bem
ativos, 11,4% ativos e 1,3% lentos; a 4°C, 76,5% bem ativos e 23,5% ativos. Para
os grupos teste (eluato), apds 24 horas de incubacdo a temperatura ambiente,
foram encontrados 88,2% bem ativos e 11,8% ativos e a 4°C, 55,1% bem ativos,
38,8% ativos e 6,1% lentos. Nao foram encontrados tripomastigotas nas amostras
mantidas a -20°C e o grupo teste mistura (ap6s 24 horas) ndo pbéde ser analisado
(Tabela 11).

Na andlise da viruléncia do T. cruzi, para o tratamento térmico da mistura a
temperatura ambiente por 24 horas, no controle positivo, 100% dos animais
apresentaram infeccao, com inicio da parasitemia e a morte, respectivamente, nos
dias 4,0+0,0 e 15,0+0,0 (i.p.); 8,0£0,0 e 17,0+£0,0 (gavagem) e 11,0£1,0 e 19,0£2,0
(oral). No grupo teste, os animais que receberam o eluato da tamisacao
apresentaram infecgcdo com inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos
dias 7,0£1,0 e 16,0£2,0 (90% pelai.p.); 11,0£2,0 e 17,0£2,0 (40% por gavagem) e
16,0+0,0 e 21,0+0,0 (20% pela via oral). Além disso, 20% dos animais que
receberam a mistura total pela via oral também apresentaram infeccao, com inicio
de parasitemia e morte, respectivamente, em 14,0£3,0 e 21,0+4,0 (Tabela 12).

Para o tratamento térmico da mistura a 4°C, apds 24 horas, no controle
positivo, 100% dos animais apresentaram infeccdo, com inicio de parasitemia e a
morte, respectivamente, nos dias 6,0+1,0 e 16,0+£0,0 (i.p.); 11,0£0,0 e 21,0+0,0
(gavagem) e 12,0x2,0 e 22,0£3,0 (oral). No grupo teste, os animais que

receberam o eluato da tamisacdo apresentaram infeccdo com inicio de
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parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 10,0+3,0 e 19,0+4,0 (90,0% pela
i.p.); 12,0£2,0 e 21,0+4,0 (60,0% por gavagem) e 14,0£1,0 e 22,0+1,0 (20,0% pela
via oral). Além disso, 20,0% dos animais que receberam a mistura total pela via
oral também apresentaram infeccdo, com inicio da parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 11,0+£0,0 e 21,0+0,0 (Tabela 13).

Para o tratamento térmico da mistura a -20°C, apds 24 horas, no controle
positivo, 0os animais apresentaram infeccdo, com inicio de parasitemia e a morte,
respectivamente, nos dias 10,0x1,0 e 20,0x1,0 (100% pela i.p.); 14,0x0,0 e
25,0+0,0 (50,0% por gavagem) e 13,0+0,0 e 25,0+0,0 (50,0% pela via oral). No
grupo teste, os animais que receberam o eluato da tamisacdo apresentaram
infeccdo com inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 13,0£1,0 e
24,0+1,0 (20,0% pela i.p.); 13,0+0,0 e 20,0%0,0 (10,0% por gavagem) e 14,0+£0,0 e
22,0+0,0 (10,0% pela via oral). Além disso, 10,0% dos animais que receberam a
mistura total pela via oral também apresentaram infeccdo, com inicio de

parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 15,0+0,0 e 22,0+0,0 (Tabela 14).
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Tabela 11. Sobrevivéncia da cepa Y do T. cruzi na mistura com polpa de acai in
natura e contaminada com 10° tripomastigotas na proporcdo 1:3, observada no
tempo inicial e apés um periodo de incubacao de 24 horas, mantida a temperatura
ambiente, 4°C ou -20°C.

0 hora 24 horas
Temperatura Controle  Grupo Grupo Controle  Grupo Grupo
de Motilidade  Positivo Teste Teste Positivo Teste Teste
incubacao (%) (Eluato)  (Mistura) (%) (Eluato) (Mistura)
(%) (%) (%) (%)
Bem Ativo 100,0 100,0 100,0 87,3 88,2 -*
Ambiente (BA)
Ativo (A) 0 0 0 11,4 11,8 -
Lento (L) 0 0 0 1,3 0 -
Bem Ativo 100,0 100,0 100,0 76,5 55,1 -
4°C (BA)
Ativo (A) 0 0 0 23,5 38,8 -
Lento (L) 0 0 0 0 6,1 -
Bem Ativo 100,0 100,0 100,0 0 0 -
-20°C (BA)
Ativo (A) 0 0 0 0 0 -
Lento (L) 0 0 0 0 0 -

* -2 Nao Observado (a coloragao escura da mistura ndao permitiu a visualizacao dos
tripomastigotas).

62



Tabela 12. Resultados da constatacdo da infeccdo pelo tempo de inicio da
parasitemia e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias de
inoculacdo com polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas da
cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, mantida durante 24 horas a temperatura
ambiente. Valores representam a média e o desvio-padrdo que seguidos de letras
distintas sao significativamente diferentes (teste de Duncan, 99% de confianga).

N°infectados/ % de Constatacdo  Mortalidade
In6culo Via N°inoculados infeccao da DCA* (d.a.i.)
(d.a.i.)**
Controle i.p. 0/2 0 Negativo 0
Negativo Gavagem 0/2 0 Negativo 0
(Eluato) Oral 0/2 0 Negativo 0
Controle i.p. 2/2 100 4,0+0,0 (a) 15,0+0,0
Positivo ~ Gavagem 2/2 100 8,0%0,0 (b) 17,020,0
Oral 2/2 100 11,0+1,0 (c) 19,0+2,0

Grupo i.p. 9/10 90 7,0x1,0 (a) 16,0+£2,0

Teste Gavagem 4/10 40 11,0+2,0 (b) 17,0£2,0
(Eluato) Oral 2/10 20 16,0+0,0 (c) 21,0+0,0

Grupo

Teste Oral 2/10 20 14,0+3,0 (C) 21,0+4,0
(Mistura)

* DCA: doenca de Chagas aguda

** d.a.i.: dias apos infeccao
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Tabela 13. Resultados da constatacdo da infeccdo pelo tempo de inicio da
parasitemia e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias de
inoculacdo com polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas da
cepa Y do T. cruzi na propor¢cao 1:3, mantida em refrigeracdo durante 24 horas a
4°C. Valores representam a média e o desvio-padrao que seguidos de letras distintas
sao significativamente diferentes (teste de Duncan, 99% de confianga).

N°infectados/ % de  Constatacdo Mortalidade
In6culo Via N°inoculados infeccao  da DCA® (d.a.i.)
(d.a.i.)**
Controle i.p. 0/2 0 Negativo 0
Negativo Gavagem 0/2 0 Negativo 0
(Eluato) Oral 0/2 0 Negativo 0
Controle i.p. 2/2 100 6,0+1,0 (a) 16,0+0,0
Positivo  Gavagem 2/2 100 11,0+£0,0 (b) 21,0+0,0
Oral 2/2 100 12,0+2,0 (c) 22,0£3,0

Grupo .p. 9/10 90 10,0£3,0 (a) 19,014,0

Teste Gavagem 6/10 60 12,0£2,0 (b) 21,044,0
(Eluato) Oral 2/10 20 14,0£1,0 (c) 22,0+1,0

Grupo

Teste Oral 2/10 20 11,0£0,0 (¢) 21,0%0,0
(Mistura)

* DCA: doenca de Chagas aguda

** d.a.i.: dias apos infeccao



Tabela 14. Resultados da constatacdo da infeccao pelo tempo de inicio da

parasitemia e de mortalidade em camundongos scid infectados por diferentes vias de

inoculacdo com polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas da

cepa Y do T. cruzi na proporcdo 1:3, mantida congelada durante 24 horas a -20°C.

Valores representam a média e o desvio-padrao que seguidos de letras distintas sao

significativamente diferentes (teste de Duncan, 99% de confianga).

N°infectados / % de Constatacdo Mortalidade
In6culo Via N°inoculados infeccao da DCA* (d.a.i.)
(d.a.i.)**
Controle i.p. 0/2 0 Negativo 0
Negativo Gavagem 0/2 0 Negativo 0
(Eluato) Oral 0/2 0 Negativo 0
Controle i.p. 2/2 100 10,0+1,0 (a) 20,0+1,0
Positivo  Gavagem 1/2 50 14,0+0,0 (b) 25,010,0
Oral 1/2 50 13,0+0,0 (c) 25,010,0

Grupo .p. 2/10 20 13,0+1,0 (a) 24,0+1,0

Teste Gavagem 1/10 10 13,0+0,0 (b) 20,0+0,0
(Eluato) Oral 1/10 10 14,0+0,0 (c) 22,0+0,0
Grupo

Teste Oral 1/10 10 15,0+0,0 (c) 22,0+0,0
(Mistura)

* DCA: doenca de Chagas aguda

** d.a.i.: dias apos infeccao

5.4.5.1. Evolucao da parasitemia dos grupos experimentais

Os resultados da evolucdo da parasitemia podem ser visualizados nos

graficos (Figuras 13 a 21), que foram plotados de acordo com cada grupo

experimental (A a ). Para ilustrar como ocorre a curva parasitémica da infecgao
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por T. cruzi em animais scid (ALVES, 1998), a parasitemia foi realizada por cinco
dias consecutivos a partir da constatacdo da infecgao.

Dentro de cada grupo, nos casos em que mais de um animal se infectou,
apenas um animal foi representado, com a média da parasitemia. No entanto, os
valores exatos do numero de parasitos, de todos os animais, em relacao ao dia
apoés infeccao encontram-se na secao Anexo 9.1 (Tabelas 15 a 23).

No grupo experimental A (Figura 13), a constatacao da infecgdo ocorreu no
42 d.a.i. para os controles positivos (macho e fémea) e a parasitemia foi realizada
até o 8° d.a.i. Nos grupos teste eluato (macho e fémea), a média da constatacao
da infec¢do ocorreu no 7° d.a.i. e, em média, a parasitemia foi realizada até o 11°
d.a.i.

No grupo experimental B (Figura 14), a constatacado da infeccao ocorreu no
8¢ d.a.i. para os controles positivos (macho e fémea) e a parasitemia foi realizada
até o 12° d.a.i. Nos grupos teste eluato (macho e fémea), a média da constatagéo
da infecgdo ocorreu no 112 d.a.i. e, em média, a parasitemia foi realizada até o 15°
d.a.i.

No grupo experimental C (Figura 15), a constatacdo da infeccdo ocorreu
nos 10° e 112 d.a.i., respectivamente, para os controles positivos macho e fémea e
a parasitemia foi realizada, respectivamente, até o 14° e 15° d.a.i. Nos grupos
teste eluato (macho e fémea), a média da constatacao da infec¢ao ocorreu no 16°
d.a.i. e, em média, a parasitemia foi realizada até o 20° d.a.i. No grupo teste
mistura, a constatacao da infeccao ocorreu, em média, no 11° d.a.i. e, em média,
a parasitemia foi realizada até o 15° d.a.i.

No grupo experimental D (Figura 16), a constatacdo da infeccdo ocorreu
nos 52 e 72 d.a.i., respectivamente, para os controles positivos fémea e macho e a
parasitemia foi realizada, respectivamente, até o 92 e 112 d.a.i. Nos grupos teste
eluato (macho e fémea), a média da constatacdo da infeccao ocorreu no 10° d.a.i.
e, em média, a parasitemia foi realizada até o 14° d.a.i.

No grupo experimental E (Figura 17), a constatacédo da infeccao ocorreu no
112 d.a.i. para os controles positivos (macho e fémea) e a parasitemia foi realizada
até o 15° d.a.i. Nos grupos teste eluato (macho e fémea), a média da constatacéao
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da infecgado ocorreu no 12° d.a.i. e, em média, a parasitemia foi realizada até o 16°
d.a.i.

No grupo experimental F (Figura 18), a constatacdo da infeccdo ocorreu
nos 102 e 142 d.a.i., respectivamente, para os controles positivos fémea e macho e
a parasitemia foi realizada, respectivamente, até o 14% e 18° d.a.i. Nos grupos
teste eluato fémea e macho, respectivamente, a constatacdo da infeccao ocorreu
no 142 e 15° d.a.i. e a parasitemia foi realizada, respectivamente, até o 18° e 19°
d.a.i. No grupo teste mistura (macho e fémea), a constatacao da infeccao ocorreu
no 112 d.a.i. e a parasitemia foi realizada até o 152 d.a.i.

No grupo experimental G (Figura 19), a constatacdo da infeccdo ocorreu
nos 10° e 112 d.a.i., respectivamente, para os controles positivos macho e fémea e
a parasitemia foi realizada, respectivamente, até o 142 e 152 d.a.i. No grupo teste
eluato (fémea), a constatacdo da infeccao ocorreu, em média, no 13° d.a.i. e a
parasitemia foi realizada até o 17° d.a.i.

No grupo experimental H (Figura 20), a constatacao da infec¢éo ocorreu no
142 d.a.i. para o controle positivo (fémea) e a parasitemia foi realizada até o 18°
d.a.i. No grupo teste eluato (macho), a constatagdo da infecgdao ocorreu no 13°
d.a.i. e a parasitemia foi realizada até o 17° d.a.i.

No grupo experimental | (Figura 21), a constatacdo da infec¢do ocorreu no
132 d.a.i. para o controle positivo (macho) e a parasitemia foi realizada até o 17°
d.a.i. No grupo teste eluato (macho), a constatagdo da infecgdo ocorreu no 14°
d.a.i. e a parasitemia foi realizada até o 18° d.a.i. No grupo teste mistura (fémea),
a constatacao da infeccao ocorreu no 15° d.a.i. e a parasitemia foi realizada até o
192 d.a.i.
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Figura 13. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
intraperitonial com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcdo 1:3, mantida por 24 horas a

temperatura ambiente (Grupo Experimental A).
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Figura 14. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
gavagem com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcdo 1:3, mantida por 24 horas a

temperatura ambiente (Grupo Experimental B).
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Parasitemia Grupo Experimental C
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Figura 15. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via oral
com eluato ou mistura total da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcdo 1:3, mantida por 24 horas a

temperatura ambiente (Grupo Experimental C).
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Figura 16. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
intraperitonial com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10°

tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, mantida por 24 horas a 4°C

(Grupo Experimental D).
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Parasitemia Grupo Experimental E
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Figura 17. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
gavagem com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, mantida por 24 horas a 4°C

(Grupo Experimental E).
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Figura 18. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via oral
com eluato ou mistura total da polpa de agai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, mantida por 24 horas a 4°C

(Grupo Experimental F).
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Parasitemia Grupo Experimental G
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Figura 19. Evolugdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
intraperitonial com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporcao 1:3, mantida por 24 horas a -20°C

(Grupo Experimental G).

Parasitemia Grupo Experimental H

120

100 -

23

[e] |

=2 80 —— Controle
c3 Positivo Fémea
g% 60

% = 40 —a— Grupo Teste
% L:- Eluato Macho

N
o
|

o

13 14 15 16 17 18
Dia apés infeccao (d.a.i.)

Figura 20. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
gavagem com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporgao 1:3, mantida por 24 horas a -20°C

(Grupo Experimental H).
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Parasitemia Grupo Experimental |
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Figura 21. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via oral

com eluato ou mistura total da polpa de agai in natura e contaminada com 10°

tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi na proporgao 1:3, mantida por 24 horas a -20°C

(Grupo Experimental I).
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6. DISCUSSAO
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A transmissdao oral da doenca de Chagas experimental tem sido
evidenciada pela ingestdo de diversos alimentos, dado que o Trypanosoma cruzi
mostrou-se viavel por, pelo menos, algumas horas, a temperatura ambiente,
prolongando-se por dias ou semanas, em baixas temperaturas (AMATO-NETO et
al., 2000; DIAS, 2006).

Experimentos realizados por Mayer (1961) demonstraram a infeccao de
camundongos, caes e gatos pela ingestao de leite contaminado com excrementos
de Triatoma infestans, ap6s 24 horas de exposicao a temperatura ambiente.

Lainson et al. (1980) contaminaram uma variedade de alimentos com
suspensoes de epimastigotas: leite pasteurizado, feijao cozido, pedacgos de peixe,
carne bovina e arroz, suco de manga, queijo com goiabada e farinha de mandioca.
Foi possivel observar a sobrevivéncia do T. cruzi por até 3 horas nos alimentos
mantidos a temperaturas entre 26°C e 28°C, sendo confirmada a hipbtese de
transmissao via oral, com a constatagdo de 100% dos camundongos infectados.

Calvo-Méndez et al. (1994) observaram a transmissédo da DCA pela via oral
a camundongos por meio da administracdo de diversos alimentos como agua
potavel, leite pasteurizado, carne moida crua ou cozida, queijo fresco e arroz
cozido, todos contaminados com fezes de Triatoma pallidipennis. Os autores
admitiram variacédo na eficiéncia da infeccao de acordo com o tipo de alimento.

Soares et al. (1987) demonstraram a viabilidade do parasito no caldo de
cana por até 24 horas e, mais recentemente, Castanho et al. (2002) relataram a
infeccdo chagasica experimental em camundongos pela ingestdo da garapa
contaminada com fezes de Rhodnius neglectus contendo T. cruzi.

A contaminacao de alimentos pelo T. cruzi pode ocorrer principalmente
quando triatomineos depositam suas fezes infectadas na superficie de alimentos
ou de ingredientes alimenticios ou quando esses triatomineos sao triturados com
os alimentos, especialmente durante o processamento de sucos de frutas.

Essa é a principal hipétese apontada para explicar diversos surtos que
ocorreram nos ultimos anos na regiao Norte do Brasil, associados a ingestao de
suco de agai possivelmente contaminado com o parasito (VALENTE et al., 2002).
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Na regidao amaz0nica, considerando que 0 acaizeiro nao é ecotopo do vetor,
a forma de contaminacdo do acai esta associada a falta de higiene durante a
colheita, debulha, o transporte, processamento, armazenamento e/ou a
comercializacao do fruto, sendo que as condi¢cdes de transporte do fruto até o
batedor favorecem sua contaminacdo por fezes de triatomineos infectados
(VALENTE et al., 2002).

O transporte do fruto entre a colheita e 0 processamento € realizado em
sacos ou cestos conhecidos como paneiros, destampados ou descobertos, com a
temperatura em seu interior podendo chegar a 35°C. Se tampados ou cobertos, a
elevada umidade aumenta a evapotranspiragdo do fruto e contribui para a sua
deterioracdo mais rapida (ROGEZ, 2000).

De igual relevancia na epidemiologia da transmissao alimentar da DCA ¢é a
contaminacao de equipamentos, utensilios e do ambiente de transporte e
processamento do alimento, seja pela urina ou por secre¢des anais de marsupiais,
seja por fezes de triatomineos infectados, dada a invasdo humana ao ambiente
silvestre (PANAFTOSA, 2006; 2009). Estudos constataram ser esta como sendo
uma importante via de contaminacéo, ao serem relatados dois surtos da doenca
associados a contaminagé&o do caldo de cana no Brasil (SHIKANAI-YASUDA et
al., 1991; IANNI & MADY, 2005).

Assim, ha muitas fontes de contaminacdo e nao apenas a polpa de acai
deve ser considerada como alimento de alto risco. Além do suco de acai, muitos
alimentos considerados como importantes fontes de calorias e nutrientes, fontes
de trabalho e com relevancia para o turismo e para a gastronomia tipica regional
podem ser veiculos eficazes para a transmissdao da DCA. O suco de cana de
acucar, a carne e o leite crus, o vinho de palmeira e outros frutos amazénicos
como patauad, buriti e bacaba podem ser contaminados geralmente em areas onde
ha reservatoérios de T. cruzi e/ou triatomineos infectados, quando medidas de
seguranca alimentar ndo sao adotadas em qualquer das etapas de sua cadeia
produtiva artesanal ou comercial. Portanto, esses alimentos nédo oferecem riscos
de carater primario e sua producdo ou seu consumo, dentro de condicdes
sanitarias adequadas, ndo devem sofrer restricoes (PANAFTOSA, 2006).
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Em contrapartida, ganhou fundamental importancia o estudo da relagéao
parasito - polpa de acai, uma vez que nos ultimos anos, o acai tem sido o alimento

associado ao maior numero de casos de DCA na regido amazoénica (SVS, 2007b).

De acordo com Dias (2006), na Amazbnia, cerca de 70% das 59
microepidemias registradas até 2005 ocorreram de agosto a dezembro. Segundo
comunicacao pessoal com os agentes da SESPA, as regides produtoras de acai,
principalmente a regido da llha de Marajo, concentram anualmente o maior
namero de casos de contaminacdo oral, que aumentam consideravelmente no
segundo semestre e se estendem até o final do verdo. Esse fato se deve a época
de safra do acai e a celebracdo do Cirio de Nazaré, que atrai muitos turistas para
a cidade de Belém. Embora ndo associados a contaminacao do agai, os episodios
da DCA na Paraiba e em Santa Catarina ocorridos, respectivamente, nos meses
de outubro e fevereiro, obedeceram ao mesmo padrao. Segundo Dias (2006),
periodos quentes sdo de maior atividade biolégica de triatomineos e isso implica
em maiores densidades vetor - T. cruzi nos ecétopos naturais e artificiais,
prevalecendo os estadios alados. Ha& mais mobilidade dos vetores, mais
hematofagismo, mais contaminagdo do ambiente com fezes infectadas e maior
incidéncia de casos humanos agudos pela via vetorial classica e oral.

Nas regides produtoras, a polpa de acai é acida (pH 5,3) e comercializada
in natura, isto é, sem pasteurizagdo, normalmente a temperatura ambiente quando
€ consumida imediatamente ou ap6s curto periodo sob refrigeracdo (ROGEZ,
2000).

Quando se destina aos comércios distantes, a polpa artesanal é congelada,
pois é altamente perecivel e de facil deterioracdo (MENEZES, 2005). Os fatores
responsaveis por essa alta perecibilidade sao de natureza microbiana (SOUSA et
al., 1999), além da degradacdo enzimatica e quimica, ocasionando reacbes de
oxidacao, reducao dos teores de antocianinas e despigmentacdo da polpa,
responsaveis pelas alteracées de cor e pelo aparecimento do sabor azedo. A
temperatura ambiente, sua durabilidade é de poucas horas e, sob refrigeracao, o
tempo maximo de conservacao € de 12 horas (ROGEZ, 2000).
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Apesar disso, nesta pesquisa, o periodo de incubagao da polpa de acai,
submetida a diferentes tratamentos térmicos foi variado, sendo estabelecido, apés
os testes preliminares, o periodo de 24 horas para a realizacdo dos grupos
experimentais porque este corresponde a um dia inteiro e considera um aspecto
cultural relativo ao consumo da polpa na regiao Norte do Brasil: ela € consumida
em periodos proximos ou durante o periodo das refeicées e em diferentes horarios
ao longo do dia. Convém ressaltar, ainda, a existéncia de diferentes tipos de
percepcoes ao sabor acido, que se acentua na polpa quanto maior for a diferencga
de tempo entre 0 momento da preparacdo e o do consumo. Para algumas
pessoas, a polpa ainda € palatavel e até melhor apreciada, enquanto para outras,
guando se encontra no mesmo estagio, a polpa ja é descartada pelo sabor azedo
caracteristico (ROGEZ, 2000).

Estudos anteriores demonstraram que apos 24 horas em outros alimentos,
a temperatura ambiente, como o leite (DIAZ-UNGRIA, 1968) e o caldo de cana, o
parasito ainda manteve sua viabilidade em camundongos imunocompetentes,
inoculados por meio de sonda gastrica (SOARES et al., 1987; PINTO et al., 1990).

Inicialmente, uma avaliacao em curto prazo foi realizada com o propdsito de
excluir a possibilidade de morte imediata do T. cruzi ap6s o contato com a polpa
de acai integra ou com o seu sobrenadante.

A nado visualizacdo dos parasitos diretamente na polpa de acai integra
durante a inspecao microscopica foi associada principalmente a sua coloracao
escura, dada a grande quantidade de matéria organica e antocianinas (ROGEZ,
2000).

Em contrapartida, a observacdo de 100% de formas tripomastigotas bem
ativas no sobrenadante da polpa de acai indicou que, apesar de o pH ideal para o
parasito estar entre 7,2 e 7,3 (sangue de mamiferos e luz do tubo digestério de
insetos) e haver morte celular em meios muito acidos ou alcalinos (DIAZ-UNGRIA,
1968; SOARES et al., 1987), o parasito sobreviveu em meio &cido na polpa in
natura de acai (pH 5,3) produzida em Belém (PA). Esses resultados sugeriram a
presenca de elementos protetores e indicaram que ensaios de sobrevivéncia do
parasito na polpa de acai deveriam ser realizados.
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No presente trabalho, para a realizacdo dos ensaios de sobrevivéncia do
parasito, foram feitos testes preliminares a fim de se buscar uma metodologia
adequada ao isolamento e a observacdo de tripomastigotas integros e em
movimento na polpa de agai. Os elevados indices de matéria organica aliados as
caracteristicas fisico-quimicas da polpa integra (ROGEZ, 2000) limitaram a
visualizacdo dos tripomastigotas pelo método da centrifugacéo, indicando que
novos métodos de isolamento do parasito deveriam ser realizados.

A tamisacao forcada possibilitou a identificacado da motilidade caracteristica
dos tripomastigotas por microscopia éptica comum, por meio da observacado do
volume total de eluato recolhido, livre dos residuos da polpa, para que
posteriormente pudesse ser administrado nos animais. Além disso, a
administracao do eluato foi uma estratégia adotada para viabilizar os ensaios de
infeccdo experimental pelas vias i.p. € por gavagem, dada a impossibilidade da
aplicacdo do produto em sua integra e da alta viscosidade da polpa de acgai,
respectivamente.

Em seguida aos testes iniciais que demonstraram que os parasitos nao
morreram imediatamente apds o contato com a polpa de acai, foram realizados
experimentos com o objetivo de identificar o tempo maximo em que ainda era
possivel a observacdo de formas tripomastigotas em movimento. Para tanto, a
avaliacao da interferéncia da polpa de acai na sobrevivéncia do T. cruzi foi
realizada por meio de testes in vitro, utilizando polpas de acai autoclavada e in
natura mantidas por diferentes periodos de incubacéao e tratamentos térmicos.

Rogez (2000) relatou que o processo de autoclavagem a 121°C por 15
minutos conduz a uma perda de aproximadamente metade do conteiudo de
polifendis e antocianinas da polpa de acai. Apesar das modificacbes nas
propriedades sensoriais e fisico-quimicas da polpa decorrentes do processo de
autoclavagem, os nossos resultados demonstraram que a sobrevivéncia dos
parasitos nao foi comprometida. Depois de a polpa autoclavada e contaminada ser
mantida a temperatura ambiente por 48 horas, foram encontrados 100%
tripomastigotas lentos (Tabela 4) e em relagdo a polpa in natura mantida
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refrigerada a 4°C, ap6s 144 horas foram observados 100% tripomastigotas ativos
(Tabela 5).

Ao comparar a polpa de acai autoclavada e a polpa de acgai in natura,
ambas contaminadas e mantidas durante 24 horas a temperatura ambiente, tem-
se que na polpa autoclavada foram encontrados 60% de tripomastigotas ativos e
40% lentos (Tabela 4); ja na polpa in natura o resultado, por sua vez, foi de 88,2%
de tripomastigotas bem ativos e 11,8% ativos (Tabela 11). Nesse sentido, o
microambiente da polpa in natura pareceu proporcionar condicdes ainda mais
favoraveis a motilidade do parasito.

Nos experimentos preliminares, a polpa in natura mantida a 4°C por 24
horas apresentou 50% de tripomastigotas bem ativos, 42% ativos e 8% lentos
(Tabela 5). Posteriormente, nas mesmas condicbes de temperatura e durante o
mesmo periodo de incubacao, os resultados encontrados foram semelhantes as
amostras submetidas a analise da viruléncia nos grupos experimentais, com
55,1% de tripomastigotas bem ativos, 38,8% ativos e 6,1% lentos (Tabela 11).

Em contrapartida, ndo foram encontrados parasitos no eluato das misturas
descongeladas de polpa in natura apds serem mantidas congeladas a -20°C. Esse
fato se deve possivelmente a ndo observacdo da totalidade do eluato, pois
aliquotas de 5uL, em triplicata, foram analisadas por microscopia éptica comum,
sendo o volume restante utilizado na infeccao experimental. Outra hipbtese
provavel € que o congelamento foi capaz de matar ou inativar grande quantidade
de parasitos ali presentes, mas ndo necessariamente sua totalidade.

Estudos anteriores ja& demonstraram a sobrevivéncia do T. cruzi em
diferentes meios, tipos de alimentos, periodos de tempo, temperaturas e umidade.

Soares & Marsden (1978) provaram que o 7. cruzi pode permanecer
infectante em insetos vetores mortos mantidos a temperatura de 10°C durante seis
dias e, também, entre 26°C a 30°C por até dois meses, demonstrando que a sua
viabilidade pode variar conforme as condicbes de umidade, temperatura e

dessecacao do meio em que se encontra.
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Soares et al. (1986) relataram que em baixa umidade o parasito perdeu a
motilidade e a infectividade em 30 minutos e, ao contrario, em ambientes com alta
umidade, esses parametros foram preservados por até 30 minutos a 33°C.

Anez & Crisante (2008) estudaram a sobrevivéncia do T. cruzi em diversos
alimentos, entre eles, banana, péssego, cana de acucar, mamao, maca, batata,
cenoura e tomate, todos armazenados a temperatura de 26°C. Os resultados
indicaram que, em 73% das amostras, 0s parasitos permaneceram vivos por um
periodo entre 6 e 72 horas, sendo estimado o maior nUmero de parasitos vivos
entre 6 e 18 horas apds a contaminag¢do. Apenas em abacaxi contaminado (pH 3)
nao houve sobrevivéncia do T. cruzi.

A avaliacdo da capacidade da polpa de acai para atuar na preservagéao da
viruléncia dos tripomastigotas recuperados da mistura e, consequentemente, para
provocar infeccdo chagasica aguda e morte, exigiu testes in vivo utilizando
camundongos certificados.

Os ensaios foram realizados empregando-se camundongos isogénicos
imunodeficientes da linhagem scid. Essa linhagem € deficiente de linfocitos
funcionais T e B (BOSMA et al., 1983). Alves (1998) ja havia demonstrado a curva
parasitémica caracteristica e a mortalidade de 100% dos scid quando infectados
experimentalmente (i.p.) com 102 tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi.

Essa sensibilidade foi capaz de denunciar a presenca de quantidades
minimas de T. cruzi com viruléncia preservada também na polpa de acai,
simulando situac¢des extremas e livre da agdo do sistema imune. A mortalidade na
fase aguda ocorreu em 100% dos animais que adquiriram a doenca,
independentemente da esterilizacdo ou ndo da polpa, da forma de tratamento
térmico ou do periodo de incubacédo da polpa.

A polpa de agai comercializada na regido Norte apresenta elevados indices
de contaminagdo sanitaria. Segundo comunicacdo pessoal com o Dr. Hervé
Rogez, da Universidade Federal do Pard, a polpa in natura de agai comercializada
na cidade de Belém (PA) apresenta alta taxa de salmonela (15% das amostras),
coliformes totais e fecais (maior que 1,1 UFC) e fungos (5,24 UFC).
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Por essa razdo, os ensaios para avaliagao da interferéncia da polpa tanto
na sobrevivéncia como na viruléncia do T. cruzi foram conduzidos utilizando polpa
previamente submetida ao processo de autoclavagem e também polpa in natura,
forma normalmente consumida pela populagéo local.

Fundamentalmente, para ambos os tratamentos da polpa, 0os mesmos
protocolos experimentais foram utilizados, exceto pela adogdo de um esquema
prévio de cobertura com antibiético nos animais que receberam a polpa in natura.

A antibioticoterapia foi adotada considerando a possibilidade do efeito
prejudicial das bactérias da polpa in natura aos resultados experimentais, a fim de
anular possiveis fatores de interferéncia na morte dos animais.

De maneira geral, os resultados obtidos na avaliacdo da interferéncia da
polpa de acai na viruléncia do T. cruzi demonstraram que tanto o processo de
autoclavagem quanto a polpa de acai in natura ndo comprometeram a viruléncia
do parasito e que todas as vias de administracédo, todos os periodos de incubacao
e tratamentos térmicos testados foram eficientes na preservacao da viruléncia do
parasito. Ndo houve morte no controle negativo, 0 que permitiu desconsiderar
possiveis fatores de interferéncia ou contaminagdes externos aos experimentos.

O T. cruzi misturado a polpa de acai autoclavada e mantida a temperatura
ambiente preservou sua viruléncia, em 100% dos animais, por até 7 horas. Para
esse periodo de incubagao maximo testado e dadas as condicbes de esterilizagao
da polpa e tratamento térmico, no controle positivo, o inicio da parasitemia e a
morte dos animais foram, respectivamente, 7,0£2,0 e 18,0£3,0 (i.p.); 10,0£2,0 e
20,020,0 (gavagem) e 12,0£2,0 e 21,0+1,0 (oral). Os animais do grupo teste que
receberam o eluato da tamisacdo apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 8,0+1,0 e 19,0+2,0 (i.p.); 12,0£0,0 e 22,0+1,0
(gavagem) e 14,0x2,0 e 23,0£2,0 (oral). J& os animais do grupo teste que
receberam a mistura total pela via oral apresentaram inicio da parasitemia e
morte, respectivamente, nos dias 14,0+1,0 e 23,0+1,0 (Tabela 6).

A administragdo da mistura total e do eluato permitiu comparacoes pela via
de transmissao oral. Resultados semelhantes validaram o processo de tamisagao
forcada e que associada as lavagens da coluna com solucdo NaCl 0,15M
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indicaram que nao houve perdas consideraveis seja de polpa de acai, seja de
parasitos. O descarte da hipétese da adesado de parasitos a 1a de nylon e as
microesferas, ao permitir a livre passagem dos parasitos ao longo da coluna,
demonstrou a eficiéncia desse método de separacao na avaliacado da viruléncia do
T. cruzi na DCA por meio da transmisséo alimentar.

Por ser 0 agai um alimento consumido de formas muito variadas (OLIVEIRA
et al, 2002), foi realizado um teste com a finalidade de avaliar possiveis
modificacoes nas caracteristicas da polpa de acai ao longo de um periodo, em
condicbes extremas de consumo, introduzindo a manutencdo da polpa em
temperaturas distintas e a influéncia dessas mudangcas de temperatura na
viabilidade do tripomastigota. Assim, o T. cruzi misturado a polpa de acai in natura
e submetida a tratamento térmico combinado preservou sua viruléncia, em 100%
dos animais, durante 120 horas, sendo 48 horas de exposicdo a temperatura
ambiente e, em seguida, 72 horas de exposicdo a 4°C. No controle positivo, 0
inicio da parasitemia e a morte foram, respectivamente, nos dias 7,0+0,0 e
16,0+0,0 (i.p.). Os animais grupo teste apresentaram inicio da parasitemia e
morte, respectivamente, nos dias 16,0+2,0 e 22,0+1,0 (i.p.) (Tabela 7).

O T. cruzi misturado a polpa de acai in natura e mantida a 4°C preservou
sua viruléncia, em 100% dos animais, por até 144 horas.

Para 144 horas de incubacéao, no controle positivo, o inicio da parasitemia e
a morte dos animais foram, respectivamente, nos dias 10,0+1,0 e 18,0+3,0 (i.p.).
Os animais do grupo teste apresentaram inicio de parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 9,0£3,0 e 19,0+2,0 (i.p.) (Tabela 8). O retardo
observado na parasitemia do controle positivo em relacdo ao grupo teste sugeriu
um possivel efeito crioprotetor da polpa sobre o parasito especificamente nas
condicoes em que os testes foram realizados, seja pela associacao do tratamento
térmico e/ou periodo de incubacéo da polpa.

Apesar da n&o visualizacdo dos tripomastigotas durante os testes de
sobrevivéncia in vitro ap6s o congelamento da mistura em todos os periodos de
incubacgéao testados, ensaios in vivo realizados com a polpa de agai contaminada e

submetida ao processo de congelamento a -20°C, com taxa de decréscimo de
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temperatura de 1,8°C/minuto, indicaram que o parasito manteve sua viruléncia por
até 14 horas na polpa autoclavada e por até 26 horas na polpa in natura.

Para a polpa autoclavada, apdés 14 horas, no controle positivo, 75% dos
animais apresentaram infeccdo, com inicio da parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 10,0+2,0 e 18,0+3,0 (i.p.). No grupo teste, 25% dos
animais apresentaram infeccdo, com inicio da parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 12,0+0,0 e 20,0+0,0 (i.p.) (Tabela 9).

Segundo Amato-Neto et al. (1975), o T. cruzi permaneceu viavel em plasma
a -20°C, entre 3 e 24 horas. Nossos resultados indicaram a viabilidade do parasito
em plasma sanguineo congelado por um periodo de tempo ainda maior, uma vez
que, apds 26 horas, 100% dos animais, controle positivo, apresentaram infecgéo,
com inicio da parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 10,0+1,0 e 18,0+2,0
(i.p.)- No grupo teste utilizando eluato de polpa in natura, nessas condigdes, 50,0%
dos animais apresentaram a infeccdo, com inicio da parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 11,0£0,0 e 21,0+0,0 (i.p.) (Tabela 10).

Em relagcédo aos grupos experimentais, para o tratamento térmico da mistura
a temperatura ambiente por 24 horas, no controle positivo, 100% dos animais
apresentaram infeccao, com inicio da parasitemia e a morte, respectivamente, nos
dias 4,0£0,0 e 15,0+0,0 (i.p.); 8,0+0,0 e 17,0£0,0 (gavagem) e 11,0+1,0 € 19,0+2,0
(oral). No grupo teste, os animais que receberam o eluato da tamisacao
apresentaram infecgcdo com inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos
dias 7,0£1,0 e 16,0£2,0 (90% pelai.p.); 11,0£2,0 e 17,0£2,0 (40% por gavagem) e
16,0+0,0 e 21,0+£0,0 (20% pela via oral). Além disso, 20% dos animais que
receberam a mistura total pela via oral também apresentaram infeccao, com inicio
da parasitemia e morte, respectivamente, em 14,0+£3,0 e 21,0+4,0 (Tabela 12).

De acordo com Neves et al. (2007), o T. cruzi permaneceu infectante na
polpa de acai por até 12 horas a 5°C. Nossos resultados indicaram que o parasito
manteve sua infectividade por até 24 horas, para o tratamento térmico da mistura
a 4°C. No controle positivo, 100% dos animais apresentaram infec¢cdo, com inicio
da parasitemia e a morte, respectivamente, nos dias 6,0£1,0 e 16,0+0,0 (i.p.);
11,0+0,0 e 21,0+0,0 (gavagem) e 12,0+2,0 e 22,0+£3,0 (oral). No grupo teste, os
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animais que receberam o eluato da tamisagcdo apresentaram infeccao com inicio
de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 10,0+3,0 e 19,0+4,0 (90% pela
i.p.); 12,0£2,0 e 21,0+4,0 (60% por gavagem) e 14,0+1,0 e 22,0+1,0 (20% pela via
oral). Além disso, 20% dos animais que receberam a mistura total pela via oral
também apresentaram infeccdo, com inicio da parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 11,0+0,0 e 21,0+0,0 (Tabela 13).

Para o tratamento térmico da mistura a -20°C, no controle positivo, os
animais apresentaram infeccdo, com inicio da parasitemia e a morte,
respectivamente, nos dias 10,0x1,0 e 20,0x1,0 (100% pela i.p.); 14,0x0,0 e
25,020,0 (50% por gavagem) e 13,0£0,0 e 25,0+0,0 (50% pela via oral). No grupo
teste, os animais que receberam o eluato da tamisacao apresentaram infeccao
com inicio de parasitemia e morte, respectivamente, nos dias 13,0+1,0 e 24,0£1,0
(20% pela i.p.); 13,0+£0,0 e 20,0+0,0 (10% por gavagem) e 14,0+0,0 e 22,0+0,0
(10% pela via oral). Além disso, 10% dos animais que receberam a mistura total
pela via oral também apresentaram infec¢cdo, com inicio da parasitemia e morte,
respectivamente, nos dias 15,0+£0,0 e 22,0+0,0 (Tabela 14).

Esses dados novamente contrastaram com os de Neves et al. (2007), que
afirmaram que o T. cruzi era morto ap6s o congelamento da polpa de acai a -20°C
durante 2 horas. Até entdo, dados a respeito da eficiéncia do congelamento para
matar ou inativar o T. cruzi na polpa de acgai ainda eram controversos e este fato
provavelmente se deve, entre outros fatores, a escolha do modelo animal e a cepa
do parasito utilizada.

Embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa (p=0,0101) entre os
tratamentos térmicos na preservacao da viruléncia dos T. cruzi misturados a polpa
de acai in natura mantidos por 24 horas (Anexo 9.2), a antecipacéo do inicio da
parasitemia observada nos grupos teste com a mistura mantida a 4°C (14,0+1,0
d.a.i. e 11,0£0,0 d.a.i.), ambas utilizadas para infec¢des pela via oral, em relacao
ao controle positivo (12,0+2,0 d.a.i.) (Tabela 13) e respectivamente, ao grupo teste
correspondente a temperatura ambiente (16,0+0,0 d.a.i. e 14,0+1,0 d.a.i.) (Tabela
12), sugeriram que a polpa in natura, ao ser refrigerada, possivelmente exerceu

funcéo crioprotetora ao T. cruzi, considerando o periodo de incubagéo, o volume
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da amostra, a quantidade de parasitos e a cepa como fatores que também
desempenharam papéis importantes nessa funcdo, bem como no aumento da
viruléncia do T. cruzi.

Segundo Andrade (1976), ha cepas que apresentam predominancia de
formas tripomastigotas sanguineas delgadas, as quais apresentam tropismo
diferenciado para células do sistema fagocitario mononuclear e parasitam com
maior frequéncia esplendcitos, hepatdcitos e células da medula 6ssea. Como
caracteristica, apresentam altos e precoces picos parasitémicos. Apesar de serem
mais sensiveis a acao dos anticorpos circulantes, determinam, na fase aguda,
uma elevada taxa de mortalidade na maioria dos animais infectados.

Entretanto, existem cepas que apresentam como caracteristica morfologica
predominante a forma tripomastigota sanguinea larga e possuem um marcante
tropismo para células musculares (musculatura lisa, esquelética e cardiaca) e para
tecido glandular (RIBEIRO et al., 1982). Esse tipo de conformacao morfobioldgica
confere ao referido tipo de cepa mais resisténcia aos anticorpos circulantes. Como
consequéncia, estes permanecem por mais tempo na corrente circulatéria,
determinam picos parasitémicos tardios e infecgdes de duragao prolongada.

Houve diferenca significativa (p<0,0001) no inicio da parasitemia em
relacdo as vias de administracdo testadas (Anexo 9.2), com retardo maior
registrado na parasitemia da infeccdo oral, independentemente do tratamento
térmico ou periodo de incubacao da mistura contaminada.

A diferenca significativa (p<0,0001) observada nos in6culos foi responséavel
pelo grupo teste que recebeu a mistura total pela via oral em relacdo aos demais
(Anexo 9.2). Os outros in6culos (controle positivo e grupo teste eluato) foram
classificados dentro de um mesmo grupo, sem diferenga significativa entre eles.
Portanto, na realidade, essa diferenca significativa se deve, mais uma vez, a via
de administracao, no caso, a via oral. Tal diferenca nao ocorreria se os indculos
fossem classificados apenas em controle positivo e grupo teste, sem distincao
entre a administracao do eluato ou da mistura total aos animais.

Embora o volume da amostra seja conhecido, a dose inoculada por animal

€ uma variavel nao controlada. Além disso, € importante considerar o periodo da
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digestdo e a maior distancia percorrida pelo inéculo na via oral, desde a cavidade
bucal até a penetracdo dos tripomastigotas, seja pela propria mucosa bucal,
esofagiana, gastrica ou ap6s vencer a barreira do suco gastrico, seja pelas
porcdes iniciais do intestino delgado, que sdo as principais portas de entrada do
parasito (STORINO & JORG, 1994).

Diaz-Ungria et al. (1968) verificaram que o éxito da via oral era geralmente
dose-dependente, sendo eficiente com 10° formas do parasito e que o tempo para
o inicio da parasitemia foi maior em relacao a infeccao produzida por injecao
intramuscular, subcutanea ou intraperitonial, quando caes se contaminaram pelo
consumo de leite com fezes infectadas de Rhodnius prolixus e que o mesmo
retardo ocorreu quando o leite foi substituido por soro fisiologico.

Neste estudo, os referidos autores provaram a penetragéo dos T. cruzi pelo
intestino, por meio de capsulas de gelatina, contendo fezes de triatomineos
infectados para liberagdo intestinal. Houve também a constatacéo da eficiéncia da
mucosa do esOfago, mediante a infeccdo de tripomastigotas, com seringa
especial, em caes.

Ao se comparar os resultados dos grupos experimentais ao dos
experimentos preliminares, foi observado que os resultados relativos a
porcentagem de infeccdo foram semelhantes apds 24 horas da mistura
contaminada e mantida a 4°C. Nos experimentos preliminares, 100% do controle
positivo e do grupo teste (i.p) apresentou infeccdo (Tabela 8). Nos grupos
experimentais, houve 100% e 90% de infeccao, respectivamente, no controle
positivo e no grupo teste (i.p.) (Tabela 13).

Ja apo6s 24 horas de congelamento da mistura, os resultados para o
controle positivo foram iguais, comparando os experimentos iniciais (Tabela 10)
aos do grupo experimental (Tabela 14): 100% dos animais apresentaram infeccéao
(i.p.). Para o grupo teste (i.p.), houve uma diferenca de 50,0% entre o0 experimento
inicial (Tabela 10) e o grupo experimental (Tabela 14). A diferenca observada,
neste caso, possivelmente ocorreu pelo fato de o volume da amostra ser maior no

grupo experimental, correspondendo a um volume necessario para a infecgao de
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dez animais, o que pode ter contribuido para a nao distribuicao homogénea dos
parasitos por toda a mistura.

Para os ensaios realizados sob condi¢cées de congelamento da mistura, os
resultados possibilitaram a comparacao da viabilidade dos parasitos mantidos sob
estresse térmico, uma vez que a polpa de acai congelada pode ser consumida de
diversas maneiras pela populacdo (OLIVEIRA et al., 2002). Porém, ensaios
posteriores poderdo indicar que a viruléncia do parasito se mantém preservada
durante um periodo superior de congelamento da polpa nessas mesmas
condicdes.

A administragdo do volume total dos inéculos em todos os experimentos,
associada aos grupos que receberam o eluato pela via gavagem, certificou que a
quantidade de parasitos, foi em sua totalidade administrada aos animais,
independentemente de sua distribuicdo nas amostras ou da ndo ingestdo da
totalidade do inéculo via oral. Dessa forma, a existéncia de apenas um parasito ou
de varios parasitos com viruléncia preservada foi capaz de causar a infeccao
experimental.

No caso da fase aguda da doenca de Chagas pela infeccao oral, dados
obtidos da literatura demonstraram a existéncia de diferentes linhagens de T.
cruzi, apropriadas a transmissdo por essa via. Estudos experimentais em
camundongos indicaram que os tripomastigotas foram capazes de invadir a
mucosa gastrica e causar a infeccdo devido a presenca de glicoproteinas de
superficie, promotoras da penetragdo do parasito. Avaliacbes biogquimicas
indicaram a presenca de trés grandes grupos de glicoproteinas: gp90, gp82 e
gp30, cada uma delas com diferencas no nivel de afinidade pela mucina e
resisténcia ao suco gastrico (YOSHIDA, 2008).

De acordo com a autora, o sucesso da infec¢ao pela via oral foi associado a
expressdao da gp82, uma glicoproteina de superficie especifica, capaz de
estabelecer ligacdo entre a mucina e as células epiteliais gastricas. A molécula
promoveu a entrada dos tripomastigotas por meio de uma reacdo em cascata,
com a mobilizagao de calcio intracelular (YOSHIDA, 2008).
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Linhagens de T. cruzi deficientes em gp82 puderam também, em alguns
casos, invadir células in vitro. A condicao identificada foi a estimulacdo da
expressao de gp30, molécula que sinaliza o calcio. Em contrapartida, estudos em
camundongos demonstraram que parasitos que expressaram essa molécula de
maneira prioritaria, mostraram-se menos virulentos pela via oral em razdo de a
gp30 apresentar baixa afinidade pela mucina gastrica. Além disso, tripomastigotas
também expressaram gp90, uma glicoproteina que faz ligagdo com as células do
hospedeiro e atuou como molécula moduladora negativa da invasdo (CORTEZ et
al., 2006).

Linhagens que expressaram altos niveis da gp90, superiores a gp82 e
gp30, tiveram baixo poder de infeccao em células in vitro. Contudo, a eficiéncia da
gp90 na infeccdo oral pode ser variada, em virtude de suas isoformas
apresentarem diferentes graus de suscetibilidade a digestao péptica, em contraste
a gp82 e gp30, resistentes a degradacao pela pepsina presente no suco gastrico
(YOSHIDA, 2008). Apesar do surto de transmissédo oral a seres humanos pela
ingestdo do caldo de cana contaminado em Navegantes (SC), exames
endoscépicos de pacientes agudos demonstraram lesbes ulceradas na mucosa
intestinal, evidenciando a presenca, penetracdo e propagacao dos T. cruzi e,
portanto, a superacao da barreira do suco gastrico (STEINDEL et al., 2005).

Dessa maneira, a diversidade genética das linhagens de T. cruzi, aliadas a
habilidade de producao de glicoproteinas, foi capaz de responder, em parte, pela
severidade dos casos notificados em surtos de infecgédo oral (YOSHIDA, 2008).

Os resultados indicaram que a mortalidade dos animais infectados, pelas
diferentes vias de administracdo, ocorreu em um periodo de até 25 dias. Esses
resultados foram experimentais e demonstraram a preservagao da viruléncia do T.
cruzi na DCA em hospedeiros imunodeficientes. O protocolo experimental foi
abrangente para contemplar todas as possibilidades de consumo da polpa de
acai, ao simular condicdes extremas tanto do ponto de vista do parasito bem como
do hospedeiro.

E importante ressaltar que a aproximagao desses resultados experimentais

a mortalidade ou a severidade nos surtos de transmissdo alimentar em humanos,
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na regidao Norte do pais pela ingestdo da polpa de acai contaminada, deve
considerar, entre outros fatores, os diferentes habitos alimentares da populagéo, o
tempo de permanéncia de determinado alimento no estdbmago, os habitos das
familias de fazer as refeicdes em horarios diferentes, dentro ou fora de casa, a
dificuldade da investigacdo do acai proveniente de diversos fornecedores
(VALENTE et al., 2005) e, ainda, o consumo da polpa in natura, a quantidade de
parasitos ingeridos, o estado nutricional, a idade, o grau de estresse, o0 sistema
imunolégico e a constituicdo genética dos hospedeiros, considerando o carater
poligénico, multifatorial e o trato complexo da doenca de Chagas (PASSOS,
2003).

Esta pesquisa atendeu a uma questdo de saude publica relativa a doenga
de Chagas aplicada e, para sua realizagao, foi indispensavel o uso de modelos
experimentais a fim de demonstrar que o T. cruzi foi capaz de sobreviver e
preservar a sua viruléncia na polpa de acai por diferentes periodos de incubacéo e
sob diversos tratamentos térmicos.

Embora ainda existam eventos relacionados a DCA que necessitem ser
esclarecidos in vivo, tais como a demonstracdo da hipotese central da
contaminacao da polpa de acai por meio da trituracdo de triatomineos infectados
com a polpa, a cinética de inativacdo térmica do parasito, a andlise da
sobrevivéncia e preservacdo da viruléncia apés prolongados periodos de
congelamento da polpa, a analise da viruléncia do T. cruzi em linhagens de
camundongos imunocompetentes, o estudo das lesdes de fase aguda e crbnica e
a comparagdo dos ensaios com cepas nativas do parasito, até o momento
presente, a esséncia nas analises de viruléncia do T. cruzi em diversos alimentos
se restringiu a ensaios bioldgicos.

Dessa maneira, novas perspectivas para o estudo da transmissao oral da
doenca de Chagas devem ser apontadas (PANAFTOSA, 2009), como a avaliacao
do metabolismo respiratério do parasito in vitro apdés o contato com a polpa de
acai, a demonstracdo da metaciclogénese na prépria polpa e, principalmente, a
padronizacdo de testes moleculares com propésitos diagnosticos para o

desenvolvimento de uma metodologia de isolamento e deteccdo, em larga escala,
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dos T. cruzi em produtos alimenticios (PANAFTOSA, 2006). No caso da polpa de
acai, esses testes permitirdo a identificacdo de possiveis contaminagdes durante a
cadeia produtiva e sao de grande importancia, uma vez que a transmissao oral
agrava o carater epidemiolégico da doenca, ao descartar os processos de
refrigeracdo e congelamento como métodos de controle na transmissao oral da
DCA e induz a uma nova reflexdo, antes fortemente vinculada ao
subdesenvolvimento.

Apesar dos esforcos de grupos de pesquisa em paises em
desenvolvimento, dado o grande numero de casos ocorridos entre 2006 e 2008
(NOBREGA et al., 2009; SVS, 2010), é possivel considerar ndo apenas tratar-se
de uma contaminacgao acidental, mas ao contrario, podera ser uma nova tendéncia
para 0s proximos anos caso nao seja controlada.

A principal proposta para controle da transmissao oral nas areas endémicas
do T. cruzi, bem como de diversos outros patdégenos em alimentos de uma
maneira geral, ainda é a implantacdo de programas cuja prioridade seja a
prevencgdo, por meio de mudancas de comportamento e condutas eficientes de
higiene durante todas as etapas da cadeia produtiva, desde a manipulacdo da
colheita da matéria-prima, até a comercializacdo dos alimentos, de modo que se

garanta a seguranca alimentar da populacdo (PANAFTOSA, 2006;2009).
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7. CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos pela andlise da polpa de acai contaminada

com T. cruzi, concluiu-se que:

1. A metodologia de isolamento adotada para a andlise da sobrevivéncia in vitro e da
viruléncia in vivo das formas tripomastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi
presentes na polpa de acai foi a separagdao em la de nylon, que mostrou eficiéncia
por permitir a visualizacdo e caracterizacdo da motilidade dos parasitos, livre dos
residuos da polpa de acai;

2. O T. cruzi sobreviveu e preservou sua viruléncia apés ser mantido por até 48 horas

a temperatura ambiente na mistura com a polpa de acai autoclavada;

3. O T. cruzi sobreviveu e preservou sua viruléncia na mistura com a polpa de acgai in
natura ap6s ser mantido por até 24 horas a temperatura ambiente, por até 144 horas

a temperatura de refrigeracao (4°C) e por até 26 horas de congelamento (-20°C);

4. Em todas as vias de administracdo utilizadas e em todos os periodos de incubacao
e tratamentos térmicos observaram-se a sobrevivéncia e a preservacao da viruléncia

do T. cruzi na polpa de acai;

5. Houve diferenga significativa entre as vias de administracao utilizadas, com retardo
médio maior (5 dias) registrado na parasitemia da infeccao oral, quando da andlise
da preservacao da viruléncia dos T. cruzi mantidos durante 24 horas na mistura com

a polpa de acai in natura;

6. Os processos de refrigeracado da polpa de acgai por até 144 horas e congelamento
durante 26 horas ndo se mostraram efetivos como métodos de controle a

transmissao alimentar da DCA;

7. Os resultados sao inovadores e poderao contribuir com estratégias do Ministério da
Saude na prevencao de novas microepidemias de DCA por transmissao alimentar.
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9. ANEXO
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9.1. Evolucao da parasitemia

Tabela 15. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
intraperitonial com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na propor¢do 1:3, mantida por
24 horas a temperatura ambiente (Grupo Experimental A).

Parasitemia Grupo Experimental A

Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.”

4 5 6 7 8 9 10 11 12
cPm® 1 15 36 76 123  NO** NO NO NO
CPF® 2 18 60 102 177 NO NO NO NO

GTEM® 0 0 0 1 4 22 49 72 NO
GTE M 0 0 0 4 12 20 25 37 NO
GTE M 0 0 1 3 9 25 59 NO NO
GTE M 0 0 0 0 2 5 11 27 45
GTE M 0 0 0 0 1 2 4 10 55

GTEF® 0 0 3 18 45 59 68 NO NO
GTEF 0 0 1 7 29 48 87 NO NO
GTEF 0 0 2 12 33 67 97 NO NO
GTEF 0 0 0 1 9 31 69 80 NO

™ Controle Positivo Macho; © Controle Positivo Fémea; ® Grupo Teste Eluato Macho;
“ Grupo Teste Eluato Fémea; * d.a.i.: dia apds infecgao; ** NO: Nao Observado.

Tabela 16. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
gavagem com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas
da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na proporcao 1:3, mantida por 24 horas a
temperatura ambiente (Grupo Experimental B).

Parasitemia Grupo Experimental B
Animal NUmero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

CP M 1 4 14 36 70 NO NO NO NO NO

CPF 1 3 9 15 93 NO NO NO NO NO

GTEM 0 2 7 29 47 66 NO NO NO NO
GTEM 0 0 0 1 22 46 93 145 NO NO
GTEF 0 0 0 3 77 150 162 208 NO NO
GTEF 0 0 0 0 0 4 56 110 117 136
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Tabela 17. Evolucéo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via oral com

eluato ou mistura total da polpa de acai in natura e contaminada com 10°

tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na propor¢ao 1:3, mantida por

24 horas a temperatura ambiente (Grupo Experimental C).

Parasitemia Grupo Experimental C

Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
CPM 2 5 11 32 62 NO NO NO NO NO NO NO
CPF 0 1 6 25 67 128 NO NO NO NO NO NO
GTEM 0O 0 O O O O 3 29 78 103 175 NO
GTEF 0 0 O O O 0 2 17 85 147 259 NO
GTMM® 0 4 15 44 52 118 NO NO NO NO NO NO
GTMF® o0 0 0 0 © 0 0 3 18 40 65 112

®) Grupo teste Mistura Macho; ©® Grupo Teste Mistura Fémea.

Tabela 18. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via

intraperitonial com eluato da polpa de agai in natura e contaminada com 10°

tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na propor¢ao 1:3, mantida por

24 horas a 4°C (Grupo Experimental D).

Parasitemia Grupo Experimental D

Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.

5 6 7 8 9 10 11 12 183 14 15 16

CP M 0 0 1 36 49 65 96 NO NO NO NO NO

CPF 1 2 3 65 134 NO NO NO NO NO NO NO

GTEM 0 0 0 0 0 0 3 16 62 209 224 NO
GTEM 0 0 0 0 0 0 2 3 7 12 50 NO
GTEM 0 0 0 0 0 0 0 1 3 8 28 120
GTEM 0 0 0 0 0 1 4 10 27 131 NO NO
GTEM 0 0 0 0 0 0 1 4 5 22 44 NO
GTEF 0 0 0 0 3 8 15 82 148 NO NO NO
GTEF 0 0 0 0 1 3 4 28 102 NO NO NO
GTEF 0 0 2 35 55 86 102 NO NO NO NO NO
GTEF 0 0 0 0 0 4 15 100 156 190 NO NO
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Tabela 19. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
gavagem com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas
da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na proporcado 1:3, mantida por 24 horas a 4°C
(Grupo Experimental E).

Parasitemia Grupo Experimental E

Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.
10 11 12 13 14 15 16 17
CP M 0 1 3 12 25 40 NO NO
CPF 0 2 6 50 54 183 NO NO
GTEM 0 0 3 39 42 131 152 NO
GTEM 0 0 0 2 10 25 63 115
GTEF 3 25 50 106 186 NO NO NO
GTEF 0 0 2 16 20 199 228 NO
GTEF 0 0 2 20 45 104 186 NO
GTEF 3 38 70 156 196 NO NO NO

Tabela 20. Evolucéo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via oral com
eluato ou mistura total da polpa de acai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na propor¢do 1:3, mantida por
24 horas a 4°C (Grupo Experimental F).

Parasitemia Grupo Experimental F
Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.
12 13 14 15 16 17 18 19

—
o
—
—

CPM 0 0 0 0 1 3 6 23 37 NO
CPF 1 2 12 26 55 NO NO NO NO NO
GTEM 0 0 0 0 0 1 7 16 24 46
GTEF 0 0 0 0 3 44 86 113 271 NO
GTM M 0 1 14 58 89 134 NO NO NO NO
GTMF 0 2 15 48 96 147 NO NO NO NO
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Tabela 21. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
intraperitonial com eluato da polpa de agai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na propor¢ao 1:3, mantida por
24 horas a -20°C (Grupo Experimental G).

Parasitemia Grupo Experimental G

Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.

10 11 12 13 14 15 16 17
CP M 2 4 16 38 50 NO NO NO
CPF 0 1 5 7 47 92 NO NO
GTEF 0 0 0 1 3 9 21 35
GTEF 0 0 2 3 4 46 75 NO

Tabela 22. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via
gavagem com eluato da polpa de acai in natura e contaminada com 10° tripomastigotas

da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na proporcéo 1:3, mantida por 24 horas a -20°C
(Grupo Experimental H).

Parasitemia Grupo Experimental H

Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.
13 14 15 16 17 18
CPF 0 1 3 7 15 48
GTEM 2 27 49 74 99 NO

Tabela 23. Evolucdo da parasitemia em camundongos scid infectados pela via oral com
eluato ou mistura total da polpa de agai in natura e contaminada com 10°
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, respectivamente na propor¢cao 1:3, mantida por
24 horas a -20°C (Grupo Experimental I).

Parasitemia Grupo Experimental |

Animal Numero de parasitos/ 5 uL de sangue, em d.a.i.

13 14 15 16 17 18 19
CP M 1 3 5 11 25 NO NO
GTEM 0 1 7 19 34 51 NO

GTMF 0 0 1 3 7 22 63
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9.2. Dados estatisticos

The SAS System
14:20 Wednesday, December 9, 2009
The GLM Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
Treat 3 -204RT
Inoculum 3 PCTGE TGM
Way 3 GavOrip
Sex 2 FM
Number of Observations Read 57

Number of Observations Used 57

The SAS System
14:20 Wednesday, December 9, 2009
The GLM Procedure

Dependent Variable: Detec

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 17 462.7800825 27.2223578 16.35
Error 39 64.9392157 1.6651081
Corrected Total 56 527.7192982
Source Pr>F
Model <.0001

Error

Corrected Total
R-Square Coeff Var  Root MSE Detec Mean
0.876944  12.40342 1.290391  10.40351
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Source DF Type lllSS Mean Square F Value
Treat 2 17.2655169 8.6327584 5.18
Inoculum 2 43.0676350 21.5338175 12.93
Way 2 150.7415606 75.3707803 45.26
Sex 1 0.0094156 0.0094156 0.01
4
4

Treat*Inoculum 17.4438904 4.3609726 2.62

Treat*Way 24.9994258 6.2498564 3.75
Source Pr>F
Treat 0.0101
Inoculum <.0001
Way <.0001
Sex 0.9404
Treat*Inoculum  0.0496
Treat*"Way 0.0112
The SAS System

14:20 Wednesday, December 9, 2009
The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for Detec
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise

error rate.
Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 39
Error Mean Square 1.665108
Harmonic Mean of Cell Sizes  10.33493
NOTE: Cell sizes are not equal.
Number of Means 2 3
Critical Range 1.148  1.207
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Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping Mean N Inoculum

A 13.0000 5 TGM

B 10.4722 36 TGE

B 94375 16 PC

The SAS System

14:20 Wednesday, December 9, 2009

The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for Detec

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise

error rate.
Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 39
Error Mean Square 1.665108
Harmonic Mean of Cell Sizes  17.89675
NOTE: Cell sizes are not equal.
Number of Means 2 3
Critical Range 8725 9174

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N Way

A 13.2000 15 Or
B 11.1250 16 Gav
C 8.3462 26 ip
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9.3. Certificacdo da Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA/UNICAMP)

<2

L A s

CEEANnicamp

Comissio de Etica na Experimentacio Animal
CEEAUnicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Prolocolo n® 15691, sobre “"Transmissdo oral do
Trypanosoma cruzi pela polpa de acai em camundongos™, sob a
responsabibdade de Profa. Dra. Ana Maria A. Guaraldo / Dr. Luiz Augusto
Corréa Passos | Rodrigo Labells Barbosa, estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagiio  Animal adetades pelo Coléglo Brasielrn  de
Exparimantagio Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica
na Experimentagio Animal - CEEA/Unicamp em 30 de junho de 2008,

CERTIFICATE

We cerify that the protocol n® 1569-1, entithed "T,_crugi transmission by acai
pulpe in mice”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Expermentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research

(State Universily of Campinas - Unicamp) an June 30, 2008

Campinas, 30 de junho de 2008.

i

Fatima Alonse
‘Vice-Presidente Secratéria Executiva

Figura 22. Certificado de aprovagao do protocolo n® 1569-1 no
comité de ética na experimentagédo animal (CEEA/UNICAMP).
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